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I. INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 



INTRODUCTION : La protéine prion et les maladies à prions 

2 

I.1 La protéine prion et les maladies à prions 

I.1.1 La protéine prion cellulaire (PrPc) et pathogène (PrPsc) 

I.1.1.1 Historique et théorie de la « protéine seule » 

 

Alors qu’il travaille sur la tremblante du mouton, Bjorn Sigurdsson identifie pour la 

première fois en 1954 un agent pathogène aux caractéristiques particulières mais si 

proches de celles d’un virus qu’il le nomme « virus lent » (slow virus) (Sigurdsson, 

1954). D’autres maladies furent assimilées à cette forme de pathogénie comme le Kuru 

en 1957 et la maladie de Creutzfeldt-Jakob en 1959 (Hadlow, 1959 ; Klatzo et al., 1959). 

En 1982, après plusieurs expériences démontrant d’une part l’inefficacité des traitements 

contre les acides nucléiques et d’autre part la réduction de l’infectivité par hydrolyse 

protéique, Stanley Prusiner réfute la théorie du virus et suggère, en reprenant des 

hypothèses proposées par Griffith en 1967, que l’agent pathogène ne peut être que 

protéique (Prusiner et al., 1982). Il propose alors pour cet agent pathogène le nom de 

prion dérivant de « proteinaceous and infectious », notée PrP pour « protéine du prion » 

ou « protéine résistante aux protéases ». Selon cette hypothèse de « la protéine seule » 

(« protein only hypothesis »), la protéine prion possède deux conformations distinctes. 

Dans des conditions particulières, la forme cellulaire (PrPc) subit un réarrangement 

conformationnel au contact de la forme pathogène (PrPsc) : c’est le « baiser de la mort » 

tel que l’a qualifié Caughey (Caughey et al., 2001). La PrPsc, qui est le vecteur de la 

maladie, conduirait à l’apparition des symptômes par la propagation de sa forme 

pathogène aux unités non pathogènes. 

Bien que ce postulat puisse expliquer la plupart des phénomènes observés lors de la 

maladie et semble se confirmer plus précisemment (Legname et al., 2004 ; King and 

Diaz-Avalos, 2004 ; Tanaka et al., 2004), cette théorie de « la protéine seule » ne fait pas 

l’unanimité car elle révolutionne la pensée biologique où il est admis que les seules 

molécules « transportant » l’information sont des acides nucléiques. Cette théorie laisse 

de nombreuses questions sans réponse : Comment une protéine unique peut-elle entraîner 

l’apparition de nombreuses variantes de la maladie ? Pourquoi la PrPsc n’est-elle pas 

toujours associée à l’infection (Race et al., 1998) ? La protéine prion étant fortement 

conservée au cours de l’évolution, à quoi est due la barrière d’espèce (van Rheede et al., 
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2003)? Ainsi, des hypothèses alternatives ont émergé au début des années 1980 

impliquant notamment les virinos (ou les virus) (Kimberlin, 1982). Comme le rappelle 

Michel Laurent, la protéine prion serait associée et fortement liée à un acide nucléique 

soumis à une grande variabilité intra et inter-espèce. Cette particularité « confère au 

complexe ainsi formé des propriétés stéréospécifiques à même d’interpréter l’existence 

de souches multiples d’une même maladie mais aussi celle de la barrière inter-espèces » 

(Laurent, 1998). En 1991, Weissmann propose une « théorie unifiée » qui incorpore les 

caractéristiques de l’hypothèse de la protéine seule mais tente d’expliquer les 

phénomènes de la barrière d’espèce et l’origine sporadique et génétique des maladies à 

prion (Weissmann, 1991). Cette théorie propose que la PrPsc se propage par la 

conversion de la PrPc induite par la PrPsc, liée à un « coprion » dont l’origine probable 

serait un acide nucléique. Aujourd’hui, nombreux sont ceux qui oscillent entre le concept 

de « protéine seule » et le recours à un cofacteur, mais de nature inconnue (Fasano et al., 

2006). En particulier, Prusiner propose l’intervention d’une protéine X qui 

accompagnerait telle une chaperonne le passage de la protéine normale à la protéine 

pathogène (Telling et al., 1995). 

 

I.1.1.2 Le gène codant la protéine prion 

 

Le gène codant pour la protéine prion a été décrit par l’équipe d’Alan Dickinson dans 

les années 79 : baptisé Sinc (pour Scrapie incubation period). Par la suite, Oesch a isolé le 

gène de la PrP chez le hamster (Oesch et al., 1985). Ce sont les travaux de Wertaway  et 

Moore qui ont permis de montrer que le gène Prnp et Sinc étaient identiques (Moore et 

al., 1998). 

Les deux isoformes, PrPc et PrPsc, sont codées par un unique gène :le gène Prnp, 

localisé sur le bras court du chromosome 20 chez l’Homme et sur le chromosome 2 

homologue chez la souris (Basler et al., 1986). Quelle que soit l’espèce, le gène ne 

présente pas d’intron. C’est un gène bien conservé chez tous les mammifères avec une 

homologie de séquence supérieure à 90% (van Rheede et al., 2003). L’exon est constitué 

d’environ 2000 nucléotides et la phase ouverte de lecture du gène de 759 à 792 

nucléotides. 
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I.1.1.3 La protéine prion cellulaire (PrPc) 

I.1.1.3.1 Séquence et mutations 

 

La protéine prion est une glycoprotéine membranaire très conservée au cours de 

l’évolution (Figure 1) (van Rheede et al., 2003). La PrPc est exprimée de façon 

constitutive et ubiquiste dans la majorité des tissus (notamment dans les cellules du 

système immunitaire, les cellules sanguines, le tube digestif) mais avec une expression 

plus importante dans le système nerveux central (voir pour revue : Harris, 1999).  

 

-Séquence : La protéine prion comprend 253 acides aminés chez l’Homme, 254 chez 

la souris et le hamster, 256 chez le mouton et la vache. Elle est ancrée à la membrane par 

l’intermédiaire d’un glycosyl phosphatidyl inositol (GPI). Elle possède deux sites de 

glycosylations aux résidus Asn 181 et Asn 197 permettant l’accrochage de sucres N-liés 

responsables des trois états glycosylés de la PrP (di-, mono-, non-glycosylée). Les deux 

cystéines 179 et 214 sont reliées par un pont disulfure. Les résidus 1-22, qui seront 

excisés, constituent le peptide signal d’adressage à la membrane. La partie C-terminale 

comportant les résidus 231-253, est elle aussi excisée lors de la maturation protéique au 

moment de l’addition de l’ancre GPI. Le reste de la séquence est constitué de deux 

parties : la queue N-terminale très flexible (résidus 23 à 123) contenant un motif 

octamérique PHGGGWGQ répété et le coeur C-terminal structuré (résidus 124-231) 

(Figure 1 et Figure 2). 
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Figure 1 : Alignement de séquences de la PrPc de différentes espèces 

(d’après van Rheede et al., 2003) 
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Figure 2 : Structure primaire de la PrPc  

 

-Mutations. On peut observer différents types de mutations ayant un effet plus ou 

moins caractérisé : polymorphismes, substitutions, délétions ou insertions. Dans la figure 

11, la localisation de différentes mutations de la PrPc humaine connues et les maladies 

correspondantes sont résumées. Parmi ces mutations, 6 sont responsables du syndrome de 

Gerstmann-Sträussler-Sheinker, 7 provoquent la maladie de Creutzfeldt-Jakob, 2 sont à 

l’origine d’insomnie familiale fatale (voir le pararagraphe p14). La plus grande partie des 

mutations se situe dans la partie C-terminale de la protéine et notamment au niveau des 

hélices H2 et H3. En outre, plusieurs polymorphismes de la protéine sont connus. 
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I.1.1.3.2 Fonctions présumées 

 

La fonction exacte de la protéine prion est aujourd’hui toujours inconnue (Martins et 

al., 2002). L’approche classique consistant à invalider le gène de la PrP chez des souris 

(Prnp0/0) a démontré l’importance de la PrPc dans le développement et la transmission 

des ESST mais n’a pas pu établir clairement sa fonction physiologique naturelle . En 

effet, ces souris transgéniques présentent un phénotype quasi-normal et sont parfaitement 

viables suggérant que cette protéine n’exerce pas de fonctions vitales et/ou que ses 

fonctions peuvent être compensées par d’autres molécules (Bueler et al., 1992 ; Manson 

et al., 1994). Cependant plusieurs travaux ont mis en évidence son intervention probable 

dans différents mécanismes liés ou non à la fonction neuronale. 

 

-Interactions avec le Cuivre et endocytose. Une des pistes privilégiées pour la 

fonction de la PrPc est celle donnée par la forte affinité pour le cuivre et la région de 

l’octapeptide répété (Kd=10-14M) (Jackson et al., 2001). Ceci amène logiquement la 

question de la fonction de cette fixation. L’équipe de Pauly a mené une série 

d’expériences sur des cellules de poulet et a montré que le cuivre stimulait rapidement et 

réversiblement l’endocytose de la PrPc depuis la surface cellulaire (Pauly and Harris, 

1998). Ils proposent que l’endocytose soit provoquée par un changement de conformation 

lié à la fixation des ions Cu2+ dans la région de l’octarepeat. Ceci augmenterait l’affinité 

de la PrPc pour un récepteur hypothétique d’endocytose conduisant la PrPc dans des 

vésicules de clathrine. La PrPc serait donc un récepteur et transporteur du cuivre. 

-Rôle d’antioxydant. La forte affinité de la PrPc pour le cuivre peut aussi avoir une 

autre conséquence. En effet, le cuivre libre peut créer des radicaux oxygénés hautement 

toxiques pour la cellule. Dans la mesure où elle chélate le cuivre, la protéine prion 

pourrait donc avoir un effet protecteur antioxydant. En effet, le niveau d’expression de la 

PrPc a pu être lié à la résistance au stress induit par les radicaux libres ainsi qu’à 

l’augmentation de l’activité de la superoxyde dismutase, enzyme clé du système 

cellulaire contre le stress oxydatif (Brown and Besinger, 1998).  

-Fonction neuronale. La nature des ligands susceptibles d’interagir avec la PrPc 

peut renseigner sur ses fonctions éventuelles. Parmi eux, les molécules d’adhérence 

neuronale (N-CAM) et la laminine impliquées dans la régulation de la prolifération, de la 
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différenciation et de la mort neuronale, laissent supposer que la PrPc puisse remplir un 

rôle dans ces domaines (Chiarini et al., 2002 ; Solforosi et al., 2004). 

 

I.1.1.4 La protéine prion pathogène (PrPsc) 

I.1.1.4.1 Défintion 

 

La PrPsc désigne l’isomère de la protéine prion associée aux ESST car elle 

représente le constituant majeur des fractions infectieuses (Bolton et al., 1982 ; Bolton et 

al., 1984 ; Gabizon et al., 1988 ; Merz et al., 1983) : 

- la PrPsc est copurifiée avec l’infectiosité  

- sa concentration est proportionnelle au titre infectieux 

- la PrPsc peut être mise en évidence, par microscopie électronique, sous forme 

d’agrégats fibrillaires appelés SAF (Scrapie Associated Fibrils) dans des cerveaux 

infectés 

I.1.1.4.2 Conversion de la PrPsc 

 

Les étapes de conversion de la PrPc en PrPsc sont aujourd’hui toujours mal connues. 

Plusieurs modèles moléculaires théoriques ont été proposés et chacun satisfait en partie 

les données expérimentales. 

 

-Le modèle de repliement ou de la matrice (Figure 3A). Ce modèle est basé sur 

l’hypothèse que la PrPsc est thermodynamiquement plus stable que la PrPc et que les 

deux entités sont séparées par une grande barrière d’énergie. Ce postulat empêche la 

conversion de la PrPsc en PrPc et rend la conversion spontanée de la forme normale en 

forme pathologique impossible. Cependant, l’association d’un précurseur PrPsc 

(endogène ou exogène) avec une protéine normale abaisserait la barrière d’énergie 

nécessaire à la formation de deux molécules de PrPsc par conversion de la PrPc qui 

pourraient à leur tour transformer deux autres molécules de PrPc et ainsi de suite. L’étape 

limitante de ce modèle est la formation du complexe PrPc-PrPsc (Prusiner, 1991). 
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-Le modèle de nucléation-polymérisation (Figure 3B). Dans ce modèle la PrPc et 

la PrPsc coexistent dans un état d’équilibre thermodynamique réversible. Il est caractérisé 

par un temps de latence qui se traduit par la formation d’un noyau stable composé 

d’oligomères de PrPsc. Une fois le noyau formé, l’addition de nouveaux monomères 

devient thermodynamiquement favorable et la fibre croît alors rapidement. L’étape 

limitante est donc la formation du noyau (Jarrett and Lansbury, 1993). 

 

-Le modèle de conversion assistée par une chaperonne (Figure 3C). Ce modèle 

fait intervenir un état intermédiaire PrP* en équilibre avec la PrPc et capable d’interagir 

avec la PrPsc. L’interaction du complexe PrP*/protéine X (protéine chaperonne non 

formellement identifiée) avec une molécule de PrPsc diminuerait la barrière d’énergie 

permettant ainsi à la PrP* d’évoluer vers la PrPsc.  

 

 

Figure 3 : Modèles de conversion de la PrPc et PrPsc  



INTRODUCTION : La protéine prion et les maladies à prions 

10 

I.1.1.5 Les différences structurales et biochimiques de la PrPc et PrPsc 

I.1.1.5.1 Structure de la PrPc 

 

Sur la base de données de dichroïsme circulaire et de protéolyse ménagée, il est 

admis que la structure de la protéine prion cellulaire et la structure de la protéine prion 

recombinante sont identiques, mais aucune structure détaillée n’est disponible pour 

comparaison. Les structures RMN de la protéine prion recombinante de hamster des 

fragments 90-231 et 29-231 ont permis de mettre en évidence que la partie N-terminale 

(29-123) de la PrPc était très flexible et non structurée (Figure 4A) (James et al., 1997 ; 

Donne et al., 1997). Le coeur de la protéine est au contraire très bien structuré. Il possède 

trois hélices α : H1 (145-153), H2 (172-194) et H3 (200-225) ; deux brins formant un 

feuillet β : S1 (129-132) et S2 (161-163). Donne et al., montrent aussi que les résidus 

137-140 adoptent une conformation étendue mais ne forment pas de brin β. Ils proposent 

que ce fragment intervienne dans le changement conformationnel de la PrPc en PrPsc. 

La structure de la protéine prion humaine (hPrP) a été mise en évidence par RMN et 

radiocristallographie (Knaus et al., 2001). La structure RMN présente aussi les trois 

hélices H1 (144-154), H2 (173-195) et H3 (200-228) ainsi que les brins β S1 (128-131) et 

S2 (161-164). Alors que toutes les structures sont monomériques par RMN, la structure 

de la hPrP résolue par diffraction des rayons X est dimérique (Figure 4B). La 

dimérisation se fait avec l’échange de l’hélice H3. Ceci entraîne la formation d’un feuillet 

β inter-moléculaire impliquant les résidus 188-195 de chaque monomère 

A- Structure RMN de la PrPc de hamster
(90-231) (James et al., 1997)

B- Structure RMN du dimère de
PrPc humaine (Knaus et al., 2001)  

Figure 4 : Structure de la PrPc 
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I.1.1.5.2 Structures hypothétiques de la PrPsc 

 

Les propriétés physico-chimiques de la PrPsc sont des obstacles majeurs pour la 

résolution tridimensionnelle de la structure de cette isoforme. Cependant, des études de 

spectroscopie infrarouge et de dichroïsme circulaire ont mis en évidence l’implication 

d’un changement de structure secondaire important lors de la transconformation de la 

PrPc en PrPsc (Pan et al., 1993). En effet, la protéine passe d’une conformation à 42% 

d’hélice α et 3% de feuillet β sous sa forme cellulaire, à 30% d’hélice α et 43% de 

feuillet β sous sa forme pathogène. Différents modèles hypothétiques de la structure 

tertiaire de la PrPsc ont été proposés (Figure 5).  

A- Cohen et al., 1999 B- Wille et al., 2002 C- DeMarco and Dagett, 2004  

Figure 5 : Structure tertiaire hypothétique de la PrPsc 

 

I.1.1.5.3 Les différences biochimiques de la PrPc et de la PrPsc 

I.1.1.5.3.1  Solubilité 

 

Sous sa forme cellulaire, la protéine prion est soluble dans des conditions peu 

dénaturantes. Par opposition, la PrPsc est insoluble : les modifications de structure 

tridimensionnelle confèrent à la PrPsc des propriétés d’agrégation en fibrilles, appelées 

SAF (Scrapie Associated Fibrils) décelables sur coupes histologiques de cerveaux 

infectés. 
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I.1.1.5.3.2 Résistance à la protéinase K 

 

La protéinase K est une endopeptidase à sérine de 29kD. Son pH de fonctionnement 

optimal est compris entre 7,5 et 12. Elle présente une spécificité pour les résidus 

aliphatiques, aromatiques et hydrophobes. La forme cellulaire de la protéine prion est très 

sensible à la protéinase K et se trouve complètement dégradée en sa présence (Oesch et 

al., 1985). La forme pathogène PrPsc est partiellement résistante. L’effet de l’enzyme sur 

la PrPsc conduit à la production du fragment PrP27-20 pouvant faire de 27 à 30 kD. 

 

I.1.2 Les maladies à prion 

I.1.2.1 Les principales caractéristiques 

 

Les maladies à prion ou encéphalopathies subaiguës spongiformes transmissibles 

(ESST) constituent des maladies neurodégénératives transmissibles toujours fatales 

affectant l’homme et de nombreuses autres espèces animales. Les principales 

caractéristiques des ESST sont : 

-cliniquement : ces maladies rares comprennent généralement une longue période 

d’incubation cliniquement silencieuse (pouvant atteindre 40 ans chez l’homme) puis une 

phase clinique relativement courte (plusieurs mois) à évolution fatale, sans rémission et 

sans aucune réaction immunitaire détectable. Les symptômes sont : l’insomnie, la 

dépression, les désordres comportementaux, les problèmes de coordination, du langage, 

de la mémoire et des troubles de la perception. Ces manifestations s’accentuent au cours 

de la progression de la maladie pour conduire à la démence. La maladie est très complexe 

à diagnostiquer puisque la plupart des symptômes sont communs à plusieurs maladies 

neurodégénératives dont la maladie d’Alzheimer. Aucun test de dépistage ante mortem 

n’est disponible actuellement et c’est l’autopsie qui révèle encore aujourd’hui un cas de 

maladie de Creutzfeldt-Jakob. 

 

-pathologiquement : les ESST présentent trois types de lésions dans le système 

nerveux central (SNC) dont l’importance et la localisation varient d’une forme de 

maladie à une autre (Figure 6). 
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1- une mort neuronale qui se traduit par une vacuolisation progressive des neurones 

donnant un aspect en éponge au SNC d’où le terme encéphalopathies subaiguës 

spongiformes transmissibles. 

2- une hypertrophie et une prolifération des cellules gliales (majoritairement 

astrocytaire). 

3- une accumulation de la PrPsc souvent sous forme de plaques amyloïdes 

extracellulaires 

 

A-Vacuolisation dans la substance grise d’un cerveau de mouton atteint de tremblante.  

B- Astrocytose dans un cerveau d’homme atteint de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (marquage de la 

GFAP). 

C- Plaques amyloïdes dans un cerveau atteint de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (marquage 

immunohistologique de la protéine prion). 

Figure 6 : Lésions neuronales caractéristiques des ESST 

 

-caractère transmissible : les ESST se caractérisent par leur caractère transmissible 

par voie naturelle (intra- ou inter-espèce) et expérimentale (Weissmann et al., 2002).  
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I.1.2.2 Etiologie et pathologies associées à la protéine prion 

 

Les ESST humaines présentent trois étiologies différentes (Tableau 1) : 

Etiologie Maladie Fréquence 

Sporadique 

Origine inconnue : mutation 

somatique du gène Prnp ? 

Conversion spontanée ?  

Maladie de Creutzfeldt-jakob sporadique (sMCJ) 

 

85% 

∼1 à 2 cas par million 

d’habitants par an dans le 

monde 

Génétique ou familiale 

Mutations autosomales 

dominantes du gène Prnp. 

Maladie de Creutzfeldt-Jakob familiale (fMCJ) 

Insomnie fatale familiale (IFF) 

Syndrome de Gerstmann-Straüssler Scheinker (SGSS) 

10-15% 

Infectieuse ou iatrogène 

Rites canibales 

 

Administration d’hormones de 

croissance ou de 

gonadotrophines extraites 

d’hypophyses de cadavres 

humains, greffe de dure-mère, 

transplantation de cornée, 

contamination des instruments 

neurochirurgicaux. 

 

Consommation de tissus bovins 

contaminés par l’encéphalopathie 

spongiforme bovine (ESB) 

 

Kuru 

 

Maladie de Creutzfeldt-Jakob Iatrogène (iMCJ) 

 

 

 

Variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) 

 

∼2000 décès recencés dans 

les années 50 (Papouasie, 

Nouvelle-Guinée) 

 

<5% (pays touchés : Etats-

Unis, Royaume-Uni, France, 

Japon) 

 

 

 

 

Royaume-Uni (∼150 

personnes), France (∼14 

personnes), cas isolés dans 

quelques autres pays. 

Tableau 1 : Classification des ESST humaines  

 

-génétique ou héréditaire. Les formes familiales des ESST sont liées à l’existence 

de mutations sur le gène Prnp codant pour la PrPc (voir le paragraphe 1.3.1. Séquences et 

mutations) (Collins et al., 2004). Selon le type de mutations, on distingue : 

a) le Syndrome de Gerstmann-Sträussler (GSS) qui se caractérise par un âge de début 

précoce (âge moyen 40 ans) et une durée d’évolution de plusieurs années (2 à 8 ans). La 

fréquence de cette maladie est de 1 à 10 individus sur 100 millions d’individus par an. 

b) la maladie de Creutzfeldt-Jakob familiale (fMCJ) qui est la forme génétique la 

plus fréquente même si elle ne représente que 5 à 10% des cas de maladie de Creutzfeldt-

Jakob. Elle touche des patients de 35 à 60 ans. 
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c) l’Insomnie Fatale Familiale qui se caractérise par une insomnie sévère associée à 

une démence chez des patients âgés de 40 à 50 ans. 

 

-sporadique. La maladie apparaît alors qu’aucun signe avant coureur n’ait été 

décelé. Le patient ne présente aucune mutation du gène Prnp, n’est pas en contact 

régulier avec des agents à risque telles que des farines animales et n’a aucune partie 

nerveuse (cervelle, moelle épinière) de bovin dans ses habitudes alimentaires régulières 

(Boutin, 1998). Toutefois, la MCJ sporadique est la forme la plus fréquente des ESST 

humaines (85% des cas de MCJ chez l’Homme) même si elle reste malgré tout une 

maladie rare (1 à 2 cas par million d’individus et par an). 

 

-infectieuse ou iatrogène. Le développement de la maladie est dû à l’absorption 

d’une certaine quantité d’agent infectieux. Ce mode de contamination est diagnostiqué 

dans environ 5% des cas.  

a) elle a été très largement décrit avec l’étude du Kuru. Découverte en 1957 par 

Gajdusek (Prix Nobel 1976) en Nouvelle Guinée, cette maladie endémique se 

transmettait entre les individus qui pratiquaient le cannibalisme (Gajdusek, 1977). 

b) A ce jour, deux sources de contamination ont été recensées pour la maladie de 

Creutzfeldt-Jakob iatrogène. Une contamination cérébrale ou oculaire : un peu plus d’une 

centaine de patients ont été contaminés à la suite de greffes de dure-mère ou de cornée. 

La contamination la plus importante et la plus connue a été observée par une 

contamination périphérique avec l’hormone de croissance extractive (hGH) : environ 99 

cas à ce jour en France (Gibbs et al., 1993 ; Huillard et al., 1999). 

c) Le variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) a été décrit pour la première 

fois en 1996. Les patients sont significativement plus jeunes que dans les cas de MCJ 

sporadique ou familiale (âge moyen 27 ans). Aujourd’hui, il est couramment admis que le 

vMCJ résulte de la transmission de l’encéphalopathie spongiforme bovine à l’homme par 

consommation de tissus contaminés (Figure 7). De plus, très récemment, il a été proposé 

que l’agent infectieux provoquant le vMCJ, et ce contrairement à la forme sporadique, 

pouvait être transmis par voie sanguine lors de transfusion (Llewelyn et al., 2004). A ce 

jour, le nombre de victimes du vMCJ s’élève à environ 170 cas : environ 156 cas en 

Angleterre, 20 en France (tableau 4), 1 en Italie, 1 au Canada, 3 en Irlande, 1 aux Etats-

Unis, 1 au Japon, 1 au Portugal, 1 aux Pays-Bas, 1 en Arabie Saoudite et 1 probable en 
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Espagne. Une caractéristique du vMCJ est la présence de l’agent infectieux dans les 

tissus lymphoïdes périphériques, en particulier dans les amygdales, à l’inverse des autres 

formes de MCJ où la protéine prion pathogène est restreinte au SNC. 

 

 

Figure 7 : Evolution au cours des années des cas théoriques d’ESB entrant dans la chaîne 

alimentaire humaine et des cas rapportés de vMCJ au Royaume Uni. 

(d’après Collins et al., 2004) 
 

I.1.2.3 Le système immunitaire et les maladies à prion 

 

La longue période d’incubation qui précède les symptômes neurologiques suggère 

que d’importants évènements de la pathogénicité devraient prendre place dans des sites 

extra-neuronaux. C’est notamment le cas des ESST d’origine iatrogène où l’agent 

infectieux doit migrer de son site périphérique d’exposition (tractus digestif ou peau) 

jusqu’au système nerveux central. Deux voies de neuro-invasion, étape conduisant à 

l’invasion du SNC après infection périphérique, ont été proposées : la lympho-invasion 

passant d’abord par le système lymphoréticulaire puis par les nerfs périphériques et la 

neuro-invasion directe. La contamination périphérique varie selon la souche de prion, le 

mode de contamination, l’âge et le fond génétique de l’hôte. Cependant, concernant les 

formes sporadiques et héréditaires de la maladie, l’accumulation de la PrPsc débute 

probablement dans le système nerveux central et ne semble pas toucher les tissus 
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périphériques (pour revue : Aucouturier and Carnaud, 2002 ; Aguzzi and Heikenwalder, 

2005).  

I.1.2.3.1 L’invasion lymphoréticulaire 

 

Ce mode d’invasion implique le système immunitaire et se compose de plusieurs 

phases : 

 -infection des cellules immunitaires associées au site de l’inoculation notamment 

les cellules dendritiques et les macrophages 

 -transport de l’agent infectieux vers les organes lymphoïdes 

 -réplication de la PrPsc par les cellules dendritiques folliculaires 

 -entrée dans le système nerveux périphérique (SNP) 

 -transport rétrograde de l’agent infectieux par le SNP 

 -entrée dans le SNC 

 -invasion du SNC 

 

Après une infection par voie orale, le premier site où l’on observe une forte 

infectiosité se situe au niveau des plaques de Peyer de l’iléon distal (van Keulen et al., 

1996 ; Wells et al., 1994). La porte d’entrée des prions par voie muqueuse est représentée 

par les cellules épithéliales microplissées ou cellules-M, déjà démontrées comme un site 

clé pour l’entrée de pathogènes par transport transépithélial (Neutra et al., 1996). Ainsi, 

les prions exploiteraient la transcytose dépendante des cellules M pour accéder au 

système immunitaire. Après une infection par voie sanguine ou intrapéritonéale, la rate 

représente un autre site important d’accumulation de l’agent infectieux.  

Contrairement aux lymphocytes T, diverses études ont montré que les lymphocytes B 

étaient impliqués dans la transmission des prions. En effet, l’inoculation dune souche 

pathogène à des souris immunodéficientes a révélé que l’absence des lymphocytes B 

rendait les souris résistantes à l’infection (Klein et al., 1997). Il semble que ce soit la 

présence des lymphocytes B et non l’expression de la PrPc de ces cellules qui soit 

indispensable au développement de la pathogénèse. En effet, des souris déficientes en 

lymphocytes B (µMT) et immunologiquement reconstituées avec des précurseurs 

hématopoiétiques de souris invalidées pour le gène Prnp se sont montrées sensibles à 

l’infection (Aguzzi et al., 2001). Comme l’absence de lymphocytes B est corrélée à une 
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modification de la micro-architecture des organes lymphoïdes secondaires et une 

diminution des cellules folliculaires dendritiques (FDC) et que les FDC ont été décrites 

pour accumuler la PrPsc (Jeffrey et al., 2000), ce type cellulaire est vite apparu comme 

pouvant représenter un réservoir de la réplication et de l’accumulation de l’agent 

infectieux en périphérie (Kitamoto et al., 1991). Les lymphocytes B semblent être 

impliqués dans la pathogénèse périphérique via leurs effets secondaires comme 

l’expression de cytokines telles que la lymphotoxine. Notamment lorsque l’on bloque 

l’interaction des FDC avec les lymphocytes B en traitant des souris avec une protéine de 

fusion LT-bR-Ig, bloquant l’interaction lymphotoxine a/b avec son récepteur LT-bR, 

l’accumulation de la PrPsc dans les centres germinatifs et l’entrée de l’agent infectieux 

dans le SNC sont inhibées (Montrasio et al., 2000). 

 

I.1.2.3.2 L’interface neuro-immune 

 

La réplication et l’accumulation de la PrPsc dans les organes lymphoréticulaires sont 

requises pour amplifier les titres infectieux après infection par voie périphérique 

(Mabbott et al., 2000). Par la suite, le transport de l’infectiosité depuis les organes 

lymphoïdes vers le SNC s’établit par les nerfs périphériques. La neuro-invasion est 

modulée par le niveau d’expression de la PrPc (Glatzel and Aguzzi, 2000 ; Race et al., 

2000). En effet, la PrPc peut être transportée depuis les terminaisons axonales par un 

mécanisme de transport rétrograde (Moya et al., 2004) et sa surexpression a été décrite 

comme modulant la neuro-invasion le long des nerfs sympathiques. 
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I.1.3 Les thérapies contre les maladies à prions 

I.1.3.1 Généralités 

 

Globalement, l’incidence des ESST humaines est faible (1 à 2 cas par an et par 

million d’individus en France) (Tableau 2). Toutefois, l’absence de tests diagnostics anté-

mortem et la possible transmission de l’agent pathogène par transfusion sanguine ainsi 

que leur évolution toujours mortelle nécessitent la mise en place de traitements 

prophylactiques ou thérapeutiques efficaces. Plusieurs essais thérapeutiques ont été tentés 

chez quelques patients avec la quinacrine et le pentosane polysulfate. Cependant les 

résultats semblent limités, probablement en raison d’un traitement effectué au moment où 

les signes cliniques sont déjà installés et où l’accumulation de l’agent infectieux dans le 

SNC est très importante. 

Année 
Suspicions 

signalées 

sMCJ   

décédé 

iMCJ décédé 

hGH      Autre 
fMCJ décédé 

vMCJ 

décédé* 
Total MCJ 

1992 71 38 7 2 4 0 51 

1993 63 35 12 1 7 0 55 

1994 93 46 5 3 7 0 61 

1995 114 59 8 1 6 0 74 

1996 201 6 10 0 10 1 89 

1997 296 80 6 1 4 0 91 

1998 459 81 8 1 13 0 103 

1999 590 92 8 0 5 0 105 

2000 823 87 9 0  1 105 

2001 1103 110 5 0 15 1 131 

2002 1062 108 2 2 13 3 128 

2003 1086 10 8 1 10 0 127 

2004 881 97 8 0 9 2 116 

2005 930 82 4 1 10 6 103 

2006 1315 124 5 0 7 6 142 

2007 824 47 0 0 3 0 50 

sMCJ: forme sporadique de la maladie de Creutzfeldt-Jakob ; iMCJ : forme iatrogène de la maladie de Creutzfeldt-Jakob ; 

fMCJ : forme génétique de la maladie de Creutzfeldt-Jakob ; vMCJ : variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob ; hGH : hormone de 

croissance extractive 

* Ces 20 cas de vMCJ présentent les caractéristiques suivantes : Il s'agit de 9 hommes et 11 femmes. La médiane des âges lors 

de leur décès est de 37 ans (entre 19 et 58 ans). Parmi eux, 5 personnes résidaient en Ile-de-France et 15 en province. 

Tableau 2 : Nombre annuel de cas certains ou probables de maladie de Creutzfeldt-Jakob en 

France entre 1992 et 2007.  

(http://www.invs.sante.fr) 
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Le traitement thérapeutique peut intervenir à différents niveaux dans les processus de 

synthèse et d’accumulation de la PrPsc : 

 -inhibition de la synthèse de la PrPc 

 -stabilisation de la PrPc rendant la modification conformationnelle moins 

favorable 

 -inhibition de l’interaction PrPc/PrPsc 

 -déstabilisation et augmentation de la clearance de la PrPsc 

 -prévention de la conversion de la PrPc en PrPsc 

 

Plusieurs approches thérapeutiques sont envisageables : 

 -approche curative après la neuro-invasion par compensation des dommages 

neuronaux et inhibition de la réplication de l’agent infectieux. Les molécules doivent 

pouvoir passer la barrière hématoencéphalique. 

 -approche curative avant la neuro-invasion. Les molécules doivent agir au niveau 

des cellules immunitaires et/ou de l’interface neuro-immune. 

 -Prophylaxie. cette stratégie nécessite la stimulation du système immunitaire 

bloquant la réplication de l’agent des ESST au niveau périphérique. 

 

I.1.3.2 Chimiothérapie 

I.1.3.2.1 Le Rouge Congo 

 

Le Rouge Congo est un pigment couramment utilisé en histopathologie pour marquer 

les dépôts de protéines amyloïdes. In vitro, cette molécule a montré qu’elle inhibait 

l’accumulation de la PrPsc dans des cellules chroniquement infectées (Caspi et al., 1998). 

In vivo, les résultats sont controversés. 

I.1.3.2.2 Dérivés de l’acridine et de la phénothiazine 

 

De nombreux dérivés de l’acridine et de la phénothiazine inhibent l’accumulation de 

la PrPsc dans des modèles de cellules en culture (Korth et al., 2001). Parmi eux, la 

quinacrine (anti-paludéen) et la chlorpromazine (anti-psychotique), connus pour leur 

capacité à franchir la BHE, ont fait l’objet de tests cliniques chez des patients souffrant de 
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MCJ et vMCJ. Mais aucun effet bénéfique n’a été rapporté (Follette, 2003 ; Nakajima et 

al., 2004). 

I.1.3.2.3 Polyanions 

 

Les polyanions sont des molécules très fortement chargées qui interagissent avec la 

membrane cellulaire. Ils sont connus pour inhiber l’entrée de certains virus de manière 

non spécifique. De nombreux polyanions bloquent l’accumulation de la PrPsc dans des 

cellules en culture chroniquement infectées et allongent la période d’incubation de souris 

ou hamsters inoculés par voie périphérique (Caughey and Raymond, 1993; Farquhar et 

al., 1999; Ladogana et al., 1992). A l’exception du pentosan polysulfate, ils sont sans 

effet aprés la neuro-invasion. L’inconvénient majeur de la plupart de ces drogues 

polyanioniques repose sur leur activité anti-coagulante et leur faible capacité à franchir la 

BHE. 

I.1.3.2.4 Tétracyclines 

 

Les tétracyclines présentent des capacités à passer la BHE. Des études utilisant des 

fibrilles amyloïdes générées par des peptides synthétiques 106-126 ont montré que la 

tétracycline pouvait prévenir l’agrégation et la résistance aux protéases de ces peptides 

(Tagliavini et al., 2000). 

I.1.3.2.5 Les antibiotiques polyéniques 

 

Les antibiotiques polyéniques sont des agents antifongiques dérivés de 

l’amphotéricine B. Dans un modèle expérimental, l’utilisation de l’amphotéricine B a 

montré une réduction de l’accumulation de la PrPsc ainsi qu’un prolongement du temps 

de survie des animaux (McKenzie et al., 1994; Xi et al., 1992). Le développement d’un 

dérivé moins toxique, le MS-8209, a montré que ce nouveau composé permettait 

d’augmenter significativement le temps de survie des animaux, pouvant aller jusqu’à 

100% chez le hamster (Demaimay et al., 1994). L’effet le plus remarquable de cette 

molécule est son efficacité même lors d’administration tardive contrairement à toutes les 

autres molécules testées (Adjou et al., 1995; Demaimay et al., 1997).  
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I.1.3.3 Immunothérapie 

I.1.3.3.1 Généralités 

 

Bien qu’aucune réponse immunitaire spécifique ne soit stimulée chez des individus 

infectés en raison de la tolérance naturelle de l’hôte pour la PrPc (voir paragraphe 3-3-3), 

plusieurs essais thérapeutiques passant par une intervention immunitaire ont été évalués. 

Les motifs CpG (séquences non méthylées de cytosine-guanosine d’ADN), 

signatures habituelles des procaryotes, peuvent stimuler le système immunitaire inné via 

le récepteur TLR9 exprimé par différentes cellules de l’immunité (cellules dendritiques, 

macrophages). L’administration d’oligodéoxynucléotides CpG a permis d’augmenter très 

significativement la période d’incubation de souris infectées (Sethi et al., 2002). 

Toutefois, une étude récente semble montrer que cet effet prophylactique se fait aux 

dépens d’une destruction des follicules lymphoïdes dans la rate limitant la faisabilité d’un 

tel traitement chez l’homme (Heikenwalder et al., 2004). 

Par ailleurs, les composants du complément pourraient jouer un rôle dans la 

propagation de l’agent infectieux ainsi que dans la pathogénèse dans les premiers jours de 

l’infection. Le traitement de souris avec un inhibiteur du C3 avant l’inoculation 

intrapéritonéale prolonge le temps de survie de 24 jours et des souris invalidées pour le 

gène C1q développent des signes cliniques plus tardivement que des souris de type 

sauvage (Mabbott et al., 2001). 

Une autre approche pour bloquer, après une infection extra-neuronale, l’invasion 

périphérique de la PrPsc consiste à jouer sur la maturation des cellules qui la répliquent 

comme les cellules folliculaires dendritiques. Des cytokines produites par les 

lymphocytes B comme les lymphotoxines LTα et LTβ sont importantes dans le maintien 

de la microarchitecture des organes lymphoïdes secondaires et l’état différencié des 

cellules folliculaires dendritiques (Aguzzi and Heikenwalder, 2005). Ainsi, 

l’administration, avant inoculation, d’une protéine chimère recombinante constituée de 

deux récepteurs à la lymphotoxine β (LT-βR) dimérisés par fusion avec la région Fc 

d’une immunoglobuline humaine entraîne une dédifférenciation des cellules folliculaires 

dendritiques retardant la neuroinvasion. Toutefois, lorsque le traitement est réalisé après 

inoculation, l’effet prophylactique est modéré (Montrasio et al., 2000 ; Mabbott et al., 

2003). 
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I.1.3.3.2 Immunothérapie passive 

I.1.3.3.2.1 Les anticorps disponibles à ce jour 

 

Au cours de ces dix dernières années, de nombreux travaux ont montré que les 

anticorps anti-PrP étaient capables d’inhiber l’accumulation de la PrPsc dans des cellules 

en culture chroniquement infectées et de retarder le développement de la maladie in vivo 

dans des modèles murins après des inoculations périphériques même lorsque le traitement 

est initié tardivement (Beringue et al., 2004 ; Cardinale et al., 2005; Enari et al., 2001; 

Kim et al., 2004; Peretz  et al., 2001 ; Perrier et al., 2004 ; Heppner et al., 2001; White et 

al., 2003 ; Féraudet et al., 2005). 

La grande majorité des anticorps anti-PrPc disponibles à ce jour ont été obtenus par 

immunisation de souris ou de lapins invalidés pour le gène Prnp, par des peptides de PrP 

(Barry et al., 1988 ; Di Martino et al., 1991 ; Harmeyer et al., 1998 ; Yokoyama et al., 

1996), des protéines prions recombinantes (Kim et al., 2004 ; Krasemann et al., 1996 ; 

Matucci et al., 2005 ; Zanusso et al., 1998) ou des préparations de SAFs obtenus à partir 

d’échantillons infectieux (Barry et al., 1985 ; Kascsak et al., 1987 ; Kim et al., 2004). 

Ces anticorps sont dirigés spécifiquement contre des PrPc recombinantes et/ou la PrPc 

native de différentes espèces. En revanche, la question de la reconnaissance spécifique de 

la PrPsc par ces anticorps est fortement controversée. 

 

I.1.3.3.2.2 Les mécanismes d’inhibition des anticorps sur la PrPsc 

 

Cela fait 20 ans qu’il a été montré que les anticorps anti-PrPc étaient capables de 

neutraliser le pouvoir infectieux d’un tissu infecté provenant d’un animal atteint d’ESST 

(Gabizon et al., 1988). De nombreux travaux ont, à ce jour, rapporté l’effet antagoniste 

des anticorps anti-PrP sur la réplication de la PrPsc dans des modèles de cellules 

chroniquement infectées (Tableau 3) (Beringue et al., 2004; Cardinale et al., 2005 ; 

Donofrio et al., 2005 ; Enari et al., 2001; Gilch et al., 2003; Kim et al., 2004; Peretz et 

al., 2001; Perrier et al., 2004). Ainsi les anticorps monoclonaux anti-PrP sont capables de 

prévenir l’infection de cellules permissives (Enari et al., 2001) et d’inhiber la réplication 
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et l’accumulation de la PrPsc de façon dose dépendante (Perrier et al., 2004 ; Beringue et 

al., 2004 ; Féraudet et al., 2005).  

 

 

Nature Nom Immunogène 
Espèce 

immunisée 
Isotype Epitope IC50 Référence 

6H4 PrP recombinante bovine IgG1 144-152 ND Enari, PNAS 2001 

Bar223 IgG2a Conformationnel ND 

Bar233 IgG2b 141-151 13,3nM 

Bar236 

PrP recombinante ovine 

IgG2c Conformationnel 0,7nM 

Feraudet, JBC 2005 

SAF34 IgG2a 59-89 8,7nM 

SAF61 

SAF de hamster syrien traités PK et 

dénaturés IgG2a 144-152 5,3nM 

Perrier, J Neurochem 

2004 

Sha31 
SAF de hamster syrien traités PK et non 

dénaturés 
IgG1 145-152 0,7nM Feraudet, JBC 2005 

110 IgG2b 59-65 et 83-89 1,2nM 

72 

SAF de souris non traités PK et 

dénaturés IgG1 
Discontinu 

89-231 
4,1nM 

31C6 PrP recombinante de souris 23-231 IgG1 143-149 0,7nM 

44B1 PrP recombinante de souris 89-231 IgG2a 
Discontinu 

155-231 
1,7nM 

Kim, J Gen Virol 2004 

ICSM18 
PrP recombinante humaine repliée en 

hélice α 
IgG1 146-159 3,3nM 

AcM 

ICSM35 
PrP recombinante humaine repliée en 

feuillet β 
IgG2b 96-109 0,03nM 

Beringue, JBC 2004 

White, Nature 2003 

D18 - 132-156 9nM 

D13 - 95-103 12nM 

R1 - 220-231 50nM 
Fab 

R2 

SAF de hamster syrien traités PK 

incorporés dans les liposomes 

- 225-231 40nM 

Peretz, Nature 2001 

ScFv 8H4 PrP recombinante de souris 

Souris 

Prnp0/0 

- 175-185 ND Cardinale, JBC 2005 

AcM : anticorps monoclonal 

Tableau 3 : Liste non exhaustive d’anticorps anti-PrPc inhibant la réplication de la PrPsc ex 

vivo 
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Les mécanismes d’inhibition sont encore mal connus à ce jour. Des études utilisant 

des anticorps anti-PrP différents ont permis la proposition de mécanismes hypothétiques 

d’action des anticorps (Figure 8) : 
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Figure 8 : Mécanismes hypothétiques d’inhibition de la PrPsc par les anticorps  

 

-inhibition de contact de la PrPc et de la PrPsc soit en surface cellulaire (1a) soit 

dans des compartiments intracellulaires en cas d’internalisation des anticorps (1b) (Peretz 

et al., 2001) 

-pertubation du métabolisme global de la PrPc en cas d’internalisation des 

anticorps (2) (Cardinale et al., 2005) 

ralentissement le processus de recyclage de la PrPc (3) (Kim et al., 2004) 

-augmentation de la dégradation de la PrPc, substrat pour la formation de PrPsc (4) 

(Perrier et al., 2004) ou de la PrPsc (5) (Beringue et al., 2004) 
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I.1.3.3.3 Immunothérapie active 

 

Induire une réponse immunitaire anti-PrP in vivo chez des souris de type sauvage 

constitue toujours un véritable défi en raison de la tolérance naturelle de l’hôte pour la 

PrPc, protéine ubiquiste à la fois dans les compartiments neuronaux et extraneuronaux 

(Krasemann et al., 1996).  

 

I.1.3.3.3.1 Généralités sur la tolérance du système immunitaire 

 

L’une des caractéristiques du système immunitaire normal est qu’il est capable de 

répondre à une variété de pathogènes sans pour autant réagir aux antigènes de l’individu. 

Cette absence de réponse aux antigènes du soi est appelée tolérance immunitaire. 

Cependant, des lymphocytes capables de reconnaître des antigènes du soi sont 

constamment formés au cours du processus de maturation des lymphocytes. Ainsi il 

existe des mécanismes qui empêchent le déclenchement de réponses immunitaires contre 

les antigènes du soi et par conséquent permettent de distinguer les antigènes du soi et du 

non-soi. La tolérance immunitaire aux antigènes du soi peut être induite lorsque les 

lymphocytes rencontrent au cours de leur développement ces antigènes dans les organes 

lymphoïdes primaire (tolérance centrale) ou lorsque les lymphocytes matures les 

rencontrent dans les tissus périphériques (tolérance périphérique).  

 

La tolérance des lymphocytes T 

 

-Tolérance centrale des lymphocytes T. Les lymphocytes T, en cours de 

développement dans le thymus, sont des cellules immatures présentant des récepteurs 

capables de reconnaître à la fois des antigènes propres à l’individu et étrangers. Au cours 

de leur maturation, ces lymphocytes vont subir une double sélection qui constitue le 

mécanisme principal de la tolérance centrale  : 1) une sélection positive où seuls les 

lymphocytes dont les récepteurs interagissent avec le CMH de l’individu vont continuer 

leur maturation, 2) une sélection négative : si un lymphocyte immature interagit avec une 

forte affinité avec un antigène du soi présenté sous forme d’un peptide lié à une molécule 
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du CMH, cette cellule recevra des signaux déclenchant l’apoptose (Figure 9). Un grand 

nombre de protéines du soi qui semblaient être exprimées principalement, voire 

exclusivement, dans les tissus périphériques sont en fait également exprimées par les 

cellules épithéliales thymiques. Un facteur de transcription appelé AIRE est responsable 

de l’expression thymique de ce type d’antigènes (Kont et al., 2007 ; Scarpino et al., 

2007). Ainsi, la tolérance centrale des lymphocytes T est un mécanisme important pour 

se protéger des réponses immunes dirigées contre une très large variété d’antigènes du 

soi. Les lymphocytes immatures qui reconnaissent des antigènes du soi avec une très 

forte affinité dans le thymus se différencient en lymphocytes T régulateurs et migrent 

dans les tissus périphériques. Les fonctions de ces lymphocytes T régulateurs seront 

décrites dans la partie tolérance périphérique. 

 

 

 

LT

TCR

CMH

Peptide du soi

Cellule épithéliale thymique

Bonne reconnaissance du CMH
Bonne reconnaissance du peptide du soii

LT

CMH
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Mauvaise reconnaissance du peptide du soi

 

Figure 9 : Sélection thymique des lymphocytes T immatures. 
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 -Tolérance périphérique des lymphocytes T. La tolérance périphérique est 

induite lorsque les lymphocytes T matures reconnaissent des antigènes du soi dans les 

tissus périphériques, entraînant leur inactivation fonctionnelle (ou anergie) due à 

l’absence de signaux adéquats de molécules de co-stimulation nécessaires à l’activation 

des lymphocytes T naïfs (lymphocytes rencontrant pour la première fois son antigène 

spécifique) (Figure 10) ou leur contrôle par les lymphocytes T régulateurs (Figure 11). 

Dans la réponse immunitaire adaptative, les lymphocytes T CD4+ jouent un rôle central 

dans l’initiation et l’orchestration de la réponse immunitaire. Actuellement, il y a de plus 

en plus d’études démontrant leur importance également en tant que régulateurs négatifs 

de cette réponse périphérique et donc une implication dans le mécanisme de tolérance du 

système immunitaire. Notamment, les lymphocytes T CD4+ CD25+ exprimant le facteur 

de transcription Foxp3 et sécrétant de l’interleukine 10 et du TGFβ (TR) sont les 

lymphocytes T régulateurs les plus étudiés (Thompson and Powrie, 2004 ; Powrie and 

Maloy, 2003 ; Maloy and Powrie, 2001 ; O’Garra and Vieira, 2004 ; Kronenberg and 

Rudensky, 2005 ; Jordan et al., 2001 ; Baecher-Allan and Hafler, 2006). Ces TR ont été 

identifiés en premier lieu pour leur capacité à prévenir des maladies auto-immunes chez 

des souris, il est maintenant clair que ces cellules jouent un rôle beaucoup plus général 

dans la régulation de la réponse immunitaire. Ainsi des études ont montré leur 

implication dans la tolérance à la flore intestinale (Singh et al., 2001) ou post-

transplantation (Wood and Sakaguchi, 2003) et dans la tolérance maternelle vis à vis du 

foetus (Aluvihare et al., 2004). Toutefois, l’activation des TR ne semble pas toujours 

bénéfique pour l’hôte. En effet, ces cellules peuvent bloquer une réponse anti-tumorale 

(Sakaguchi et al., 2001) ou empêcher une réponse protective contre des pathogènes 

(Hisaeda et al., 2004). 
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Figure 10 : Anergie des lymphocytes T. 

(d’après « les bases de l’immunologie fondamentale et clinique » aux éditions Elsevier) 
 

 

 
TR : lymphocyte T régulateur ; TE : lymphocyte T effecteur ; APC : cellule présentatrice de l’antigène. 

Figure 11 : Notion de lymphocytes T régulateurs. 

(d’après Powrie et al., 2003) 
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La tolérance des lymphocytes B 

 

-Tolérance centrale des lymphocytes B. Lorsqu’un lymphocyte B interagit 

fortement avec un antigène du soi dans la moelle osseuse, soit il reçoit des signaux 

d’apoptose (sélection négative) soit il modifie la spécificité de son récepteur (Figure 12). 

Ainsi des lymphocytes B qui reconnaissent des antigènes du soi, sont capables de 

réactiver leur machinerie de recombinaison des gènes codant pour les 

immunoglobulines : ce processus porte le nom de « receptor editing » (ou correction du 

récepteur). La tolérance centrale des lymphocytes B est moins stricte que pour les 

lymphocytes T. On ne sait pas quels antigènes du soi présents dans la moelle osseuse 

dćlenchent un processus d’apoptose ou de « receptor editing », pas plus qu’on ne sait 

pourquoi un lymphocyte B autoréactif donné subit l’un ou l’autre processus. 

 

 

Figure 12 : Sélection négative et correction du récepteur des lymphocytes B immatures. 

(d’après « les bases de l’immunologie fondamentale et clinique » aux éditions Elsevier) 
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 -Tolérance périphérique des lymphocytes B. Les lymphocytes B matures qui 

rencontrent des antigènes du soi présents à fortes concentrations dans les tissus 

lymphoïdes périphériques deviennent anergiques et ne sont pas en mesure de répondre à 

nouveau à cet antigène. Une hypothèse postule que ces lymphocytes B pourraient devenir 

anergiques s’ils reconnaissent un antigène sans l’aide de lympocytes T (car les 

lymphocytes T auxiliaires sont absents ou tolérants) (Figure 13). La production 

d’anticorps autoréactifs notamment lors du lupus érythémateux serait provoquée par un 

dysfonctionnement de la tolérance à la fois des lymphocytes B et des lymphocytes T 

auxiliaires (Melchers et al., 2006 ;.Kyttaris et al., 2005). 

 

Figure 13 : Tolérance périphérique des lymphocytes B. 

(d’après « les bases de l’immunologie fondamentale et clinique » aux éditions Elsevier) 
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I.1.3.3.3.2 Les essais d’immunothérapie active 

 

De nombreux protocoles d’immunisation ont été testés pour essayer de rompre la 

tolérance naturelle à la PrPc essentiellement dans des modèles expérimentaux de souris 

(Tableau 4). Différents antigènes ont été étudiés : des protéines prions recombinantes 

(Koller et al., 2002 ; Polymenidou et al., 2004 ; Sigurdsson et al., 2002), des 

polyprotéines PrP-PrP (Gilch et al., 2003 ; Polymenidou et al., 2004), des peptides 

synthétiques (Rosset et al., 2004 ; Schwarz et al., 2003 ; Souan et al., 2001 ; Gregoire et 

al., 2005), des polypeptides (Arbel et al., 2003) ou encore des antigènes de PrP couplés à 

des protéines porteuses (Bainbridge et al., 2004 ; Koller et al., 2002 ; Schwarz et al., 

2003). L’utilisation de puissants adjuvants a également été étudiée: Freund’s (Arbel et 

al., 2003 ; Koller et al., 2002 ; Polymenidou et al., 2004 ; Sigurdsson et al., 2002 ; Souan 

et al., 2001), Montanide IMS-1313 (Schwarz et al., 2003), TiterMax (Gilch et al., 2003), 

bactériophage filameneux (Arbel et al., 2003), oligonucléotide CpG (Rosset et al., 2004), 

toxine cholérique (Bade et al., 2006) ou des combinaisons (Gilch et al., 2003).  

Ces études ont montré la faisabilité d’induire une réponse humorale anti-PrP chez 

des souris de type sauvage. Toutefois, les titres en anticorps anti-PrP reportés dans ces 

travaux sont faibles et surtout l’effet thérapeutique de ces anticorps in vivo, si évalué, est 

très modéré voire inexistant (Polymenidou et al., 2004 ; Sigurdsson et al., 2002 ; Souan 

et al., 2001 ; Schwarz et al., 2003). Or, deux études indépendantes ont montré que seuls 

les anticorps reconnaissant la PrPc native exprimée à la surface des cellules présentaient 

une efficacité thérapeutique (Heppner et al., 2001 ; White et al., 2001). Or, aucune étude 

d’immunisation active chez des souris de type sauvage n’avait pu satisfaire ce critère 

jusqu’à une période récente. En effet, les travaux de Nikles et al. ont pu mettre en 

évidence la production d’anticorps anti-PrPc native chez des souris de type sauvage après 

une vaccination intraveineuse par des particules rétrovirales recouvertes de PrP tronquée 

(Nikles et al., 2005). Bien que cette réponse humorale était nettement plus faible que 

chez des souris invalidées pour le gène Prnp et que l’effet thérapeutique in vivo n’ait pas 

été évalué, cette étude ouvre la voie de nouvelles stratégies d’immunisation active moins 

classiques. Ainsi pour essayer d’augmenter la production d’anticorps dirigés contre une 

conformation native de l’antigène, deux protocoles d’immunisation génique ont été 

récemment étudiés (voir chapitre 3) (Fernandez-Borges et al., 2006 ; Nitschke et al., 
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2007). Ces études étaient toutes les deux basées sur des injections d’ADN nu et n’ont pas 

permis d’obtenir des résultats concluant d’une part en terme de titre en anticorps dirigés 

contre la PrPc native et d’autre part en terme d’efficacité thérapeutique. 

 De plus, les travaux de Nikles renforcent l’idée que la difficulté à générer une 

réponse humorale spécifique et efficace due à la tolérance immunitaire à la PrPc, n’est 

probablement pas confinée à une tolérance des lymphocytes B mais est essentiellement 

liée à une tolérance périphérique des lymphocytes T CD4+, régulateurs cruciaux de la 

réponse anticorps. 
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Antigène/Adjuvant Espèce immunisée 
Mode 

d’injection 

Immunisations/ 

intervalle(jours) 

Mode 

d’inoculation 

Effet 

thérapeutique 
Réfèrence 

Peptides PrP restreint 

CMHII/CFA 

Souris (NOD, 

C57BL/6, A/J) 
patte arrière, sc 2/10 ipc N Souan, 2001 

RecPrP23-230 /CFA Souris (CD-1) ip 8/14a 6-7/30b ip PrS 
Sigurdsson, 

2002 

RecPrP23-230-DnaK/CFA Souris (Balb/c) ip 3/7-14 nd nd Koller, 2002 

MAP (peptide de hélice 

1)/FA 
Souris (Balb/c) ip 5/14 nd nd Arbel, 2003 

RecPrP90-231 (monmère, 

dimère)/CFA 
Souris (C57BL/6) sc 3/21 nd nd Gilch, 2003 

Peptides PrP-KLH/ 

Montanide IMS 1313 
Souris (NMRI) ip 6/21-28 oral PrS 

Schwarz, 

2003 

Peptides PrP/CFA Souris (C57BL/6) patte arrière, sc 2/10 ic ou ip PrS Tal, 2003 

RecPrP23-231 (monmère, 

dimère)/CFA ou IFA 
Souris (F1) sc et ip 3/14 ip - 

Polymenidou, 

2004 

Peptides PrP (30-

mer)/CFA ou IFA+CpG 
Souris (C57BL/6) sc 2/10-14 nd nd Rosset, 2004 

Peptides PrP (30-mer)/CpG Souris (C57BL/6) sc 2/10 nd nd 
Gregoire, 

2005 

Peptides PrP de hamster-

KLH/CFA ou IFA 

Hamster (Golden 

Syrian) 
im, sc, id 3/9-11a 5/19-24b ip - Magri, 2005 

ADN-PrP 

bovine/Lipofectine 

Souris (balb/c, 

BTPrp-TgM) 
im et sc 3-4/17-195 oral D Muller, 2005 

Retrovirus recouvert de 

PrP/CpG, CFA, IFA, Alum 
Souris (C57BL/6) iv et sc 2/14 nd nd Nikles, 2005 

RecPrP25-242 bovine-

KLH/CFA 

Souris (Balb/c, 

NZB/NZWF1) 
ip 3/14 nd nd 

Andrievskaia, 

2006 

ADN-PrP-LIMPII/- Souris (129/ola) im 3/14 ic PrS 
Fernandez-

Borges, 2006 

RecPrP25-242 bovine/CFA 

ou IFA 
Souris Balb/c ip 5/14 ip PrS 

Ishibashi, 

2006 

Peptide PrP bovine/CFA 

ou IFA 
Lapin sc 3/35-42 nd nd 

Oboznaya, 

2007 

PrP (monomère, 

dimère)/Salmonelle, alum 
Souris CD-1 ig 3/7-28 oral A,P Goni, 2005 

RecPrP90-231/CT Souris Balb/c in 4/14-20 oral A, PrS Bade, 2006 

RecPrP32-242 bovine-

LTB/mLT 
Souris Balb/c in 3-6/14 nd nd 

Yamanaka, 

2006 
aavant inoculation, b après inoculation, c infection dans une tumeur, - aucun effet thérapeutique, A atténuation de la maladie, D accumulation de la PrPsc 

retardée, P protection contre la maladie, PrS prolongation de la durée de vie, sc subcutanée, ip intrapéritonéale, im intramusculaire, iv intraveineux, ig 

intragastrique, in intranasale, ic intracérébrale, CFA adjuvant de freund complet, IFA adjuvant de freund incomplet, FA adjuvant de freund, BTPrp-TgM 

souris transgénique exprimant la PrP bovine, CT toxine cholérique, LIMPII protéine lysosomale II, LTB partie ligante de l’enterotoxine, MAP peptide 

muti-antigénique 

Tableau 4 : Liste des essais d’immunisation active contre les maladies à prions.
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I.2 Généralités sur l’immunothérapie 

I.2.1 Généralités sur les anticorps 

 

Les anticorps ou immunoglobulines sont des glycoprotéines membranaires ou 

solubles produites par les lymphocytes B différenciés appelés plasmocytes. Les 

immunoglobulines (Ig) peuvent être classées en cinq groupes isotypiques qui se 

différencient par leur structure, leur taille, leur charge électrique et leur fonction: IgA, 

IgD, IgE, IgG et IgM (pour revue : Janeway et al., Immunobiology, 2004). 

 

I.2.1.1 Structure des anticorps 

 

Dans les années 1950 et 1960, des expériences menées par R. Porter et G. Edelman 

ont permis d’élucider la structure de base d’un anticorps, ce qui leur a valu le prix Nobel 

en 1972. L’unité structurale de base d’un anticorps comporte 4 chaînes polypeptidiques : 

2 chaînes lourdes identiques (chaînes H pour heavy) et 2 chaînes légères identiques 

(chaînes L pour light) (Figure 14). 

 

Figure 14 : Structure générale d’un anticorps 
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I.2.1.1.1 Chaînes lourdes 

 

Elles varient selon les différentes classes ou isotypes d’immunoglobulines : la 

chaîne lourde g, a, m, d ou e pour les IgG, IgA, IgM, IgD ou IgE, respectivement. Chaque 

chaîne lourde comporte une séquence d’environ 450 acides aminés (poids moléculaire : 

50kD). Elles sont reliées entre elles par une ou plusieurs liaisons covalentes (ponts 

disulfures). Une zone flexible de la chaîne lourde située à mi-distance des extrémités de 

cette-dernière est appelée zone charnière. Cette zone charnière confère à l’anticorps une 

grande flexibilité, facilitant ainsi son interaction avec l’antigène. 

 

I.2.1.1.2 Chaînes légères 

 

Elles sont de deux types: kappa (k) ou lambda (l). Dans une molécule 

d'immunoglobuline donnée, les chaînes légères sont identiques, soit de type k, soit de 

type l. Ceci est dû au fait qu'un lymphocyte B donné produit soit des chaines k, soit des 

chaines l, mais pas les deux à la fois. On parle d’exclusion allélique. Les chaînes légères 

sont composées d’environ 220 acides aminés (poids moléculaire : 25 000 Da). Chaque 

chaîne légère est reliée à une chaîne lourde par un pont disulfure. Environ les 2/3 des 

immunoglobulines ont des chaînes légères k et 1/3, des chaînes légères l. 

 

I.2.1.1.3 Domaines 

 

Outre les ponts disulfures intercaténaires qui unissent les chaînes lourdes entre elles et 

les chaînes légères aux chaînes lourdes, il existe des ponts disulfures intracaténaires sur 

chaque chaîne lourde et sur chaque chaîne légère. Ces ponts disulfures créent des régions 

d’environ 110 acides aminés, appelées domaines (Figure 15). Chaque chaîne lourde 

présente quatre domaines : VH, CH1, CH2 et CH3 (sauf les IgM qui en ont 5) et chaque 

chaîne légère deux domaines : VL et CL. Les domaines VL et VH sont appelés variables, 

ce sont eux qui lient l’antigène. Ils forment le paratope. Chaque domaine variable 

possède trois boucles hypervariables appelées CDRs (Complementary Determining 
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Region) qui se caractérisent par une très grande variabilité en acides aminés d’un 

anticorps à un autre. Les CDRs sont directement impliqués dans la liaison antigène-

anticorps. Les domaines CL, CH1, CH2 et CH3 sont appelés domaines constants et sont 

impliqués dans les fonctions effectrices des anticorps. 

  

Figure 15 : Les différents domaines d’un anticorps 

 

I.2.1.2 Isotypes des anticorps et leur fonction 

 

La nature des chaînes lourdes détermine la classe et la sous-classe des 

immunoglobulines. Chez tous les individus de la même espèce, les classes et les sous-

classes possèdent des caractéristiques communes que l’on dénomme isotypie. 

Chez l’homme, on distingue 5 classes d’immunoglobulines ayant chacune un type de 

chaîne lourde différent : gamma (g) pour les IgG, alpha (a) pour les IgA, mu (m) pour les 

IgM, delta (d) pour les IgD et epsilon (e) pour les IgE (Figure 16). Au sein d’une même 

classe d’immunoglobulines, il peut exister des sous-classes correspondant à des 

variations structurales de la chaîne lourde à l’intérieur d’une classe. Ainsi, il existe 4 

sous-classes d’IgG (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4) caractérisées, respectivement, par les 

chaînes lourdes g1, g2, g3 et g4, et 2 sous-classes d’IgA (IgA1 et IgA2) avec des  chaînes 

lourdes a1 et a2. 
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Figure 16 : Les cinq classes d’immunoglobulines 

 
Les principales caractéristiques physio-chimiques des différents isotypes sont 

reportées dans le Tableau 5. 

 

-Les IgG représentent, chez l’Homme, la principale classe d’immunoglobulines. 

Leur concentration sérique chez l’adulte varie de 8 à 16 g/L. Leur demi-vie plasmatique 

est d’environ 3 semaines. 

 

-Les IgA constituent la deuxième classe d’immunoglobulines sériques, après les IgG, 

en terme de concentration (2 à 4 g/L). En revanche, elles représentent la classe 

prépondérante des immunoglobulines dans les sécrétions (sécrétions respiratoires, 

salivaires, digestives, lait, colostrum, larmes). Sur le plan structural, les IgA ont la 

particularité de se présenter sous plusieurs formes moléculaires : 

dans le sérum, les IgA peuvent se présenter sous forme de monomères (forme 

prépondérante) ou sous forme de dimères associés à une chaîne J (chaîne de jonction). La 

chaîne J est un peptide riche en cystéine de 137 acides aminés (poids moléculaire : 15 

kD), d’origine plasmocytaire ; la sous-classe IgA1 est prépondérante dans le sérum. 

dans les sécrétions, les IgA, appelées IgA sécrétoires, sont sous forme de dimères, 

associées grâce à une chaîne J. Elles comportent également un composant sécrétoire. Les 

IgA produites par les lymphocytes B sont captées par les cellules épithéliales grâce à un 

récepteur polyIgR situé au pôle basal de la cellule. C'est pendant le transfert de l'IgA à 

travers la cellule épithéliale, vers le pôle apical de la cellule, que le composant sécrétoire 

(poids moléculaire : 70 kD), ou pièce sécrétoire, est ajouté. Le rôle de la pièce sécrétoire 
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est de protéger les IgA sécrétoires vis-à-vis des enzymes protéolytiques présents dans les 

sécrétions. 

 

-Les IgM peuvent se présenter, comme les IgA, sous deux formes moléculaires 

distinctes : 

une forme monomérique : c’est la forme sous laquelle les IgM sont synthétisées et 

insérées dans la membrane du lymphocyte B. 

une forme pentamérique : c’est la forme sous laquelle les IgM sont sécrétées. Les 5 

monomères de bases sont reliés par des ponts disulfures. De plus une chaîne J relie 

l’extrémité de 2 monomères. 

 

-Les IgD représentent moins de 1 % des immunoglobulines sériques. Elles sont 

habituellement coexprimées avec les IgM à la surface des lymphocytes B où elles 

semblent jouer un rôle de récepteur pour les antigènes. 

 

-Les IgE ne sont présentes, chez un sujet sain, qu’à l’état de traces. Elles présentent 

une forte affinité pour les récepteurs Fcε exprimés à la surface des mastocytes et 

basophiles présents aux niveaux de la peau, des muqueuses et le long des vaisseaux 

sanguins des tissus conjonctifs. La fixation de l’antigène sur le paratope d’IgE 

spécifiques déclenche le relargage par les mastocytes de puissants médiateurs chimiques 

impliqués notamment dans l’allergie. 
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 IgG IgA IgM IgD IgE 

Chaînes lourdes      

Sous-classes et 
chaînes lourdes 

associées 

IgG1 : 1 
IgG2 : 2 
IgG3 : 3 
IgG4 : 4 

IgA1 : 1 
IgA2 : 2    

Chaînes légères  ou   ou   ou   ou   ou  

Nombre de 
monomères 

1 
1 (sérique) 

2 (sérique ou 
sécrétoire) 

1 (membranaire) 
5 (sérique) 

1 1 

Poids 
moléculaire (kD) 

150  
160  
400  

950  (sérique) 185  190  

Concentration 
sérique (g/l) 

8 à 16 2 à 4 0,5 à 2 0,05 à 0,4 
0,0001 à 

0,001 

Proportion 
sérique 

70 à 75% 15 à 20% 10% Moins de 1% Moins de 1% 

 vie 
plasmatique (j) 21 6 5 4 2 à 3 

Caractéristques 
prncipales 

-Le plus 
abondant 

-Base de la 
réponse 

secondaire 
-Traverse le 

placenta 

-Le plus 
abondant dans 
les sécrétions 
-Traverse les 

cellules 
épithéliales 

-Base de la 
réponse primaire 
-Faible affinité, 

forte avidité 

-Récepteur 
des 

lymphcytes B 
matures 

-Médiateur de 
l’allergie 
-Défence 

anti-
helminthes 

Mode d’action 

-Neutralise 
-Active le 

complément 
-Opsonise 
-ADCC 

-Neutralise 
-Active le 

complément 

-Neutralise 
-Active le 

complément 

-Activation 
cellulaire 

-Neutralise 
les parasites 

-Fixe 
récepteur Fc  
à la surface 

des 
mastocytes et 

basophiles 
  

Tableau 5 : Caractéristiques des différents isotypes d’immunoglobulines humaines 
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I.2.1.3 Les fonctions des anticorps  

 

Les anticorps agissent principalement de deux manières : soit de façon directe en 

neutralisant le pathogène soit en coopération avec d’autres acteurs du système 

immunitaire (Figure 17). Ces deux types de fonctions effectrices sont régies par des 

parties distinctes de l’anticorps. Ainsi la partie variable de l’anticorps est impliquée dans 

l’interaction directe antigène-anticorps et sa partie constante assure l’interaction avec les 

protéines ou les cellules du système immunitaire. 

   

Figure 17 : Les fonctions effectrices des anticorps 

 

-Neutralisation de l’agent infectieux par fixation directe : Le paratope de 

l’anticorps peut être, d’une part, spécifiquement dirigé contre un ligand spécifique d’un 

récepteur membranaire, une toxine, un antigène de surface bactérien ou viral. Dans ce 

cas, les fonctions neutralisantes de l’anticorps consistent à piéger un ligand pour qu’il 

n’atteigne pas sa cible. D’autre part, l’anticorps peut également se lier à un récepteur 

membranaire afin de perturber la transduction du signal ou de provoquer une 
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internalisation conduisant à une réduction de la densité à la surface cellulaire de ce 

récepteur. 

 

-Coopération avec d’autres acteurs de système immunitaire : De nombreux 

anticorps peuvent également recouvrir le pathogène via une interaction directe de leur 

paratope. Ce phénomène appelé opsonisation va induire, d’une part, la phagocytose du 

pathogène et, d’autre part, une cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des 

anticorps (ADCC) par fixation de la partie constante des anticorps sur différents 

récepteurs Fc présents à la surface des macrophages, des cellules polynuclées 

(neutrophiles, basophiles et éosinophiles) ou des cellules NK. Cette interaction partie 

constante-récepteur Fc va engendrer le relargarge de granules cytoplasmiques contenant 

des granzymes et perforines par les cellules de l’immunité impliquées dans l’interaction. 

Il existe plusieurs récepteurs Fc qui sont spécifiques, d’une part, de l’isotype de 

l’anticorps et, d’autre part, de la population cellulaire. Ainsi, les leucocytes polynucléés 

(neutrophiles, macrophages et éosinophiles) et les cellules NK expriment à leur surface 

différents récepteurs spécifiques des IgG : les FcγRI ou CD64, FcγRII-A ou CD32a et 

FcγRIII-B ou CD16B pour les leucocytes polynucléés et uniquement le FcγRIII-A ou 

CD16A pour les cellules NK. Tous ces récepteurs présentent une meilleure affinité pour 

les sous-classes IgG1 et IgG3. Cela explique, en partie, pourquoi les anticorps utilisés en 

immunothérapie passive (voir le paragraphe p55) sont principalement des IgG1. Il existe 

également deux types de récepteurs Fc spécifiques des IgE : FcεRI, récepteur de haute 

affinité, et CD23, récepteur de faible affinité. Ainsi, les mastocytes, basophiles et 

éosinophiles activés expriment à leur surface les récepteurs FcεRI impliqués dans les 

maladies allergiques ou les infections parasitaires. Alors que CD23, retrouvé à la surface 

de nombreuses cellules (notamment lymphocytes B et T activés, les monocytes ou les 

cellules dendritiques), semble être impliqué dans la régulation du niveau d’IgE lors d’une 

réponse immunitaire humorale. 

Une autre fonction de la partie constante de l’anticorps est l’activation du 

complément (CDC pour complement-dependent cytotoxicity) après leur opsonisation sur 

la surface cible. Les IgG activent la voie classique du complément en se fixant à C1q par 

une région du domaine CH2. Cette fixation active la C3 convertase et entraîne le clivage 

de la protéine C3 dont le plus gros fragment C3b va se lier de façon covalente à la surface 
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membranaire de la cellule cible. Une cascade protéolytique va alors permettre 

l’assemblage des protéines C6 à C9 qui constituent le complexe d’attaque membranaire 

résultant en la formation d’un canal membranaire conduisant à la destruction de la cellule 

cible. 

 

I.2.2 Les anticorps en immunothérapie et en imagerie 

 

Le terme « immunothérapie » désigne les méthodes de traitement utilisant un moyen 

immunitaire, naturel ou artificiel, pour traiter une maladie. C’est un axe de recherche 

important en thérapie anti-cancéreuse, contre les maladies auto-immunes, allergiques ou 

neurodégénératives (Schuster et al., 2006 ; Nguyen et al., 2006 ; Chatenoud, 2006 ; 

Passalacqua et al., 2007 ; Féraudet et al., 2005; Bade et al., 2007). On distingue trois 

types d’immunothérapies : l’immunothérapie adoptive, active ou passive. 

 

-L’immunothérapie adoptive consiste à apporter au patient des cellules extérieures 

immunologiquement compétentes. Pour éviter la réaction dite «du greffon contre l’hôte» 

qui peut être grave, des cellules immunitaires provenant du patient sont préparées en 

culture in vitro. Il s’agit le plus souvent de lymphocytes ou de cellules dendritiques qui 

sont prélevés, sélectionnés, dopés par divers traitements (par cytokines ou génie 

génétique), multipliés en culture pour en obtenir d’importantes quantités et réinjectés 

enfin au patient. 

 

-L’immunothérapie active revient à stimuler spécifiquement le système immunitaire 

de l’hôte pour lutter contre une pathologie donnée. 

 

-L’immunothérapie passive cherche à apporter au patient des éléments du système 

immunitaire spécifiques d’une pathologie. Il s’agit le plus communément d’anticorps.  
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I.2.2.1 Histoire de l’immunothérapie 

 

Dès le XIème siècle, les Chinois pratiquaient la variolisation: il s'agissait d'inoculer 

une forme qu'on espérait peu virulente de la variole en mettant en contact la personne à 

immuniser avec le contenu de la substance suppurant des vésicules d'un malade. Le 

résultat restait cependant aléatoire et risqué, le taux de mortalité pouvait atteindre 1 ou 

2 %. La pratique s'est progressivement diffusée le long de la route de la soie. Elle a été 

importée depuis Constantinople en Occident au début du XVIIIème siècle. En 1760, 

Daniel Bernoulli démontra que, malgré les risques, la généralisation de cette pratique 

permettrait de gagner un peu plus de trois ans d'espérance de vie à la naissance. Lui-

même très favorable à la variolisation, le médecin anglais Edward Jenner s'est demandé 

s'il n'était pas possible de contourner ce danger (pour revue : Waldmann et al., 2003). Il 

avait entendu parler d'un fait assez particulier. Ainsi les personnes vivant à proximité de 

vaches atteintes par la vaccine (ou variole des vaches) ne souffraient pas de la variole. Il 

inocula, le 14 mai 1796, à un enfant du pus prélevé sur la main d'une fermière infectée 

par la vaccine (présente sur les pis de la vache). Trois mois plus tard, il inocula la variole 

à l'enfant qui s'est révélé être immunisé. Cette nouvelle méthode de protection n'a pas été 

bien admise par ses contemporains mais Jenner reçut le soutien d'hommes politiques 

puissants et l'opinion publique se montra par la suite beaucoup plus favorable. Il faudra 

attendre un siècle pour que Louis Pasteur et ses collaborateurs Roux et Duclaux, suite aux 

travaux de Robert Koch, expliquent le principe d’action de la vaccination. C'est d'ailleurs 

Pasteur qui inventa le terme " vaccin " qui vient du latin vacca qui signifie vache, en 

souvenir et en l'honneur de Jenner. Sa première vaccination fut celle d'un troupeau de 

moutons contre le choléra le 5 mai 1881. La première vaccination humaine (hormis la 

vaccination au sens originel de Jenner) fut celle d'un enfant contre la rage le 6 juillet 

1885, ce qui ouvrait la voie à l’immunothérapie active.  

En 1888, à Paris, Émile Roux et Alexandre Yersin démontraient que le pouvoir 

pathogène du bacille diphtérique était dû à une toxine plutôt qu'à la bactérie elle-même 

(Roux et Metchnikoff, 1891). Cette observation fut rapidement étendue au cas du tétanos. 

Il fallut deux ans à Emil Von Behring à Berlin et à ses collègues Kitasato et Wernicke, à 

partir de 1890, pour montrer que le sang de sujets immunisés contre la diphtérie ou le 
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tétanos contenait des substances capables de neutraliser la toxine, appelées à l’époque 

antitoxines, ce qui ouvrait la voie à la sérothérapie. En effet, des injections chez des 

animaux de faibles doses de toxine diphtérique ont permis l’obtention de sérum contenant 

des antitoxines, sérums qui ont été utilisés en immunothérapie passive pour traiter les 

patients contre la diphtérie. Paul Ehrlich va alors développer un protocole de 

standardisation des sérums diphtériques à partir de sérum de cheval. Cette sérothérapie 

fera tomber la mortalité de 40 % à 2 % en réponse à cette maladie. En 1908, ses travaux 

sur l’immunologie, et en particulier sa théorie de la réponse immunitaire centrée sur 

l’interaction entre les antigènes et les anticorps, vaudront à Paul Ehrlich le prix Nobel de 

médecine, en partage avec le russe Élie Metchnikov.  

Les premiers essais en immunothérapie anti-cancéreuse ont été réalisés dans les 

années 1890 par les professeurs Richet et Héricourt, injectant des broyats de tumeurs à 

des animaux (ânes, chiens) puis recueillant quinze jours plus tard leur sérum pour 

l’injecter aux malades. Ces expériences ont donné peu de résultats et les recherches ont 

alors été abandonnées. En effet, ils n’ont jamais réussi à isoler des anticorps spécifiques, 

beaucoup de substances supposées telles ont été préparées chez l’animal dans des 

conditions qui ont entraîné des accidents toxiques. Il a fallu attendre 1975, année où 

Köhler et Milstein offraient à la communauté scientifique une nouvelle technique qui 

allait révolutionner l’immunothérapie (Köhler and Milstein, 1975). Grâce à la technique 

dite des hybridomes (voir le paragraphe p46), il devenait possible de produire de façon 

efficace des anticorps monoclonaux contre une très grande variété d’antigènes. En 1986, 

le premier anticorps monoclonal, muromomab-CD3 (Orthoclone OKT3), est approuvé 

pour sa mise sur le marché par la Food and Drugs Administration (FDA). Toutefois, les 

grands espoirs mis sur les anticorps monoclonaux furent rapidement remplacés par un 

scepticisme dans les années 1980. En effet, d’une part les patients recevant des 

traitements à base d’anticorps monoclonaux de souris développèrent d’importantes 

réponses immunitaires anti-anticorps de souris (réponse HAMA pour human anti-mouse 

antibodies). D’autre part, ces anticorps de souris n’étant pas capables de recruter les 

molécules du complément humain et de déclencher une réponse ADCC avec les 

monocytes humains, n’avaient que de faibles fonctions effectrices. Le développement de 

la biologie moléculaire et de l’ingénierie génétique dans les années 1990 a cependant 

donné un second souffle aux prédictions d’Ehrlich. En effet, grâce à ces techniques, il est 
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devenu possible de générer des anticorps monoclonaux chimériques souris-homme (voir 

le paragraphe p49). En 1997, le premier anticorps monoclonal humanisé (daclizumab, 

Zenapax) est approuvé par la FDA. Depuis les années 1990, les anticorps sont apparus 

comme une importante classe de médicaments (Kim et al., 2005). En effet, 17 anticorps 

ont actuellement été approuvés pour une utilisation thérapeutique en Europe et aux Etats-

Unis et plus de 150 sont actuellement en essais cliniques (voir le paragraphe p55) (Baty 

and Chames, 2006 ; Carter, 2006 ; Reichert et al., 2005). 

 

I.2.2.2 Intérêt des anticorps monoclonaux en immunothérapie 

 

L’introduction chez un individu d’un organisme étranger (virus, bactérie, parasite, 

champignon) ou de toute substance reconnue comme différente des molécules du “soi” 

conduit à la production par les lymphocytes B d’anticorps dirigés contre des motifs 

moléculaires (déterminants antigéniques ou épitopes) présents sur ces organismes ou ces 

substances. Ainsi, les lymphocytes B d’un animal immunisé vont produire des anticorps 

dirigés spécifiquement contre des déterminants antigéniques présents sur les molécules 

du “non soi”. Le sérum de l’animal (ou immunsérum) contient alors de nombreux 

anticorps dont les propriétés biologiques et  physico-chimiques peuvent varier, y compris 

pour ceux qui sont dirigés contre le même déterminant. L’immunogène va induire la 

stimulation et la prolifération de nombreux lymphocytes B, chacun donnant naissance à 

une population de cellules filles, identiques entre elles (un clone), qui vont se différencier 

en plasmocytes sécréteurs du même anticorps. L’immunsérum contient donc un mélange 

d’anticorps (différents isotypes d’IgG et d’IgM avec des affinités différentes) produits par 

ces clones de lymphocytes B : il s’agit de la réponse anticorps polyclonale. Les 

immunsérums ont depuis longtemps été utilisés comme outils en recherche, pour le 

diagnostic, mais aussi en immunothérapie. Cependant, leur utilisation pose différents 

problèmes. Le plus important est celui de la reproductibilité de leurs caractéristiques 

fonctionnelles. Un immunsérum n’est pas disponible en quantité illimitée, la qualité d’un 

immunsérum dépend de la réponse immunitaire que l’animal immunisé a développée, 

deux antisérums dirigés contre la même molécule, même produits chez deux individus de 

la même espèce, n’auront pas exactement les mêmes propriétés qualitatives et 

quantitatives. Les titres vont être différents, l’affinité des anticorps qui les composent 
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pourra varier, et les quantités relatives des différents anticorps ne seront pas les mêmes. 

Afin de produire des lignées stables de cellules produisant l'anticorps d'intérêt, Köhler et 

Milstein (UK Medical Research Council’s Laboratory of Molecular Biology de 

Cambridge) ont élaboré, en 1975, l'idée et la méthode de fusion de deux types de cellules 

(Köhler et Milstein, Nature 1975).  

La technique dite « des hybridomes » repose sur la fusion de lymphocytes B 

(produisant les anticorps d'intérêt et incapables de se reproduire) avec des cellules de 

myélomes (cellules cancéreuses immortelles) résulte en un hybridome secrétant à la 

fois des anticorps et ayant la propriété de se reproduire indéfiniment. Plusieurs étapes 

sont nécessaires pour l'obtention d'anticorps monoclonaux (Figure 18). 

 

 -Immunisation: Des souris sont immunisées avec l’antigène. L’animal est 

ensuite sacrifié et la rate prélevée. 

 -Fusion : Les lymphocytes B sont isolés à partir de la rate et fusionnés à des 

cellules de myélomes. Les hybridomes ainsi obtenus présentent les propriétés de 

multiplication rapide et d’immortalité des cellules cancéreuses. 

 - Propagation, sélection et clonage: Les cellules de myélomes utilisées pour la 

fusion ne produisent pas d'anticorps ou une des chaînes d'anticorps. De plus, ces cellules 

ont perdu (par sélection génétique) la faculté de produire une enzyme appelée 

hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT). Cette enzyme est impliquée 

dans la synthèse des nucléotides, plus particulièrement dans la voie de sauvetage (par 

opposition à la voie de novo). La sélection des cellules fusionnées se fait avec les 

composés chimiques hypoxanthine, aminoptérine et thymidine (HAT). L'aminoptérine, 

en bloquant la synthèse de novo des nucléotides, oblige les cellules à utiliser la voie de 

sauvetage. Les myélomes parents n'ayant pas l'enzyme essentielle, seules les cellules 

fusionnées avec les splénocytes et l'ayant ainsi acquise pourront survivre. L'hypoxanthine 

et la thymidine sont les substrats de cette voie de sauvetage. Par ailleurs, les cellules B 

non-fusionnées, étant incapables de se reproduire, s'élimineront d'elles-mêmes. Suite à 

une période de sélection dans le milieu HAT, les hybridomes se développent en colonies. 

Ces lignées d'hybridomes secrètent des anticorps tous différents. Afin de sélectionner 

notre anticorps d'intérêt, il faut d'abord isoler chacun des clones. Classiquement, cette 

sélection se fait par dilution limite pour permettre l'isolation de clones uniques. Chaque 
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clone est ensuite testé pour sa capacité à lier l'antigène utilisé pour l'immunisation. 

 -Production: On peut alors soit cultiver "industriellement" les cellules dans des 

bioréacteurs (la production d'anticorps est modeste (1 µg/ml)), soit les cultiver in vivo, en 

injectant l’hybridome dans la cavité péritonéale de la souris : une tumeur se développe et 

on prélève le liquide d'ascite, qui contient 1 à 10 mg/ml d'anticorps monoclonal, soit 1000 

fois plus. 

 

 
 

Figure 18 : Production des anticorps monoclonaux 
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Depuis leur découverte, les anticorps monoclonaux se sont révélés être des 

outils indispensables, principalement pour l'analyse d’interactions de ligands avec leurs 

récepteurs, et la compréhension des mécanismes moléculaires (interactions protéiques), 

mais aussi pour le développement de systèmes de détection et de dosages spécifiques de 

molécules. Ils représentent actuellement les protéines recombinantes les plus étudiées. En 

revanche, l’utilisation in vivo d’anticorps monoclonaux à des fins diagnostiques 

(imagerie) et thérapeutiques a été considérablement freinée par la nature xénogénique des 

anticorps disponibles, qui sont essentiellement des anticorps de souris. Les principales 

raisons qui limitent l’utilisation d’anticorps murins en immunothérapie humaine sont : la 

faible fixation de ces anticorps sur les récepteurs Fc humains, et leur immunogénicité (à 

l’origine de syndromes humoraux humains dirigés contre les anticorps de souris : HAMA 

pour Human Anti-Mouse Antibodies), phénomène pouvant notamment s’accompagner de 

réactions d’hypersensibilité. De nombreux travaux d’ingénierie moléculaire ont été 

développés afin de résoudre les problèmes que peuvent poser les caractéristiques 

intrinsèques des anticorps monoclonaux, pour une utilisation in vivo (Morrison et al., 

1984 ; Boulianne et al., 1984). 

  

I.2.2.3 Vers une humanisation des anticorps… 

 

Les modifications des anticorps monoclonaux par génie génétique ont débuté 

peu après leur découverte et se sont accentuées avec l’apparition de la PCR. Il est devenu 

possible de manipuler les gènes des anticorps de façon à créer des anticorps hybrides 

souris-homme afin de réduire la réponse HAMA et d’augmenter la réponse ADCC ainsi 

que le recrutement des molécules du complément (Figure 19). 

 

Figure 19 : Anticorps chimériques et anticorps humanisés  
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La construction d’anticorps chimériques consiste à transférer des domaines 

variables murins sur une construction d’immunoglobuline humaine (Sandhu, 1992). Les 

anticorps chimériques conservent habituellement une spécificité et une affinité 

équivalentes à celles de l’anticorps d’origine. L’immunogénicité de ces anticorps est 

réduite (Lobuglio et al., 1989) mais des réactions immunitaires contre les régions 

charpentes des domaines variables murins restent possibles (Bruggemann et al., 1989 ; 

Khazaeli et al., 1994). 

On peut également envisager une transformation plus complète aboutissant à 

des anticorps humanisés en échangeant les boucles hypervariables (CDR) d’une 

immunoglobuline humaine par celles d’une immunoglobuline murine spécifique d’un 

antigène. Verhoeyen et al. (1988) ont démontré la faisabilité de ce procédé en conférant 

une spécificité anti-lysozyme d’un anticorps murin à un anticorps humain. Cette méthode 

peut s’avérer très performante (Hale et al., 1988). Il est toutefois souvent nécessaire de 

muter plusieurs résidus de la charpente qui influent sur la conformation des boucles 

hypervariables, et cela afin d’optimiser l’affinité de l’anticorps ainsi modifié (Caldas et 

al., 2003 ; Luo et al., 2003). Ce travail peut être très long et repose toujours sur une 

analyse structurale et une modélisation élaborées. Les réponses de type HAMA vis à vis 

de ces molécules sont peu fréquentes (Hale et al., 1988). 

Une approche visant à l’obtention d’anticorps monoclonaux humains 

directement chez la souris a vu le jour grâce au développement des techniques de 

transgenèse. Cette approche consiste à remplacer les loci (ou une partie d’entre eux) des 

gènes d’immunoglobulines de souris par une partie des loci humains équivalents. La 

faisabilité de cette méthode a été démontrée en introduisant, à l’aide d’un chromosome 

artificiel de levure (YAC), un fragment d’origine humaine de 300 kb correspondant aux 

loci des segments Vk, Jk, Ck et VH, DH, JH, CH, permettant ainsi le transfert de la 

quasi-totalité du locus Ig humain (Bruggemann and Neuberger, 1996 ; Neuberger and 

Bruggemann., 1997). On peut également souligner l’approche développée au Japon qui 

consiste à introduire des fragments chromosomiques humains entiers (technologie 

‘‘transchromosomique’’) (Tomisuka et al., 2000). Celle-ci a permis de générer des souris 

contenant 100 % des gènes d’Ig humains. Toutefois, cette technologie reste très 

complexe, et aujourd’hui peu de laboratoires disposent de ces animaux transgéniques. 

Ainsi, parmi les 17 anticorps autorisés par la « Food and Drug Administration » 

pour un usage thérapeutique, on retrouve cinq anticorps chimériques et huit anticorps 



INTRODUCTION : Généralités sur l’immunothérapie 

51 

humanisés (voir le paragraphe p55) (Baty and Chames, 2006 ; Carter, 2006 ; Reichert et 

al., 2005). 

I.2.2.4 Les différents formats d’anticorps et leur pharmacocinétique 

 

Si l’objectif poursuivi est de conserver simplement la fonction de reconnaissance d’un 
antigène non couplée aux fonctions effectrices portées par le Fc, il est possible de créer et de 
produire par voie protéolytique ou recombinante de nouveaux fragments d’anticorps. De 

plus, la réponse HAMA est essentiellement dirigée contre la partie constante de 

l’anticorps. Ces fragments peuvent être monovalents ou polyvalents. Leur intérêt s’est 
amplifié par la possibilité d’obtenir également des fragments bispécifiques (voire 
trispécifiques) mais aussi par la fusion possible à des protéines, comme des enzymes ou des 
toxines, apportant une deuxième fonctionnalité.  

 

I.2.2.4.1 Coupure protéolytique 

 

C’est l’étude des fragments obtenus après action d’enzymes protéolytiques sur les 

molécules d’immunoglobulines qui a permis d’élucider les relations existant entre la 

structure et la fonction de la molécule d’anticorps (Figure 20). 

 

Figure 20 : Coupure d’un anticorps par la papaine et la pepsine 
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I.2.2.4.1.1  Action de la papaïne 

 

Sous l’action de la papaïne, la molécule d’immunoglobuline est scindée en trois 

fragments de taille similaire (45kD): deux fragments Fab et un fragment Fc (Kilara and 

Shahani, 1977). 

Les fragments Fab (ab pour antigen binding) correspondent à la moitié N-terminale 

de la molécule d’immunoglobuline, celle qui se fixe à l'antigène. Chaque fragment Fab 

est composé d’une chaîne légère entière et d’un fragment de la chaîne lourde contenant 

les domaines VH et CH1, les deux étant reliés par des ponts disulfures. Les fragments 

Fab ont la propriété de se lier avec l’antigène. 

Le fragment Fc (c pour cristallisable) correspond aux domaines CH2 et CH3 des 

chaînes lourdes reliées par un ou plusieurs ponts disulfures. Le fragment Fc a des 

fonctions biologiques très importantes, notamment de liaison à des récepteurs spécifiques 

de chaque isotype et d’activation du complément. 

I.2.2.4.1.2  Action de la pepsine 

 

La pepsine coupe la molécule d’immunoglobuline en dessous du ou des ponts 

disulfures qui relie(nt) les deux chaînes lourdes. Après action de la pepsine, on obtient 

donc un gros fragment (Fab’)2 correspondant aux deux fragments Fab reliés par un ou 

plusieurs ponts disulfures, et des produits de dégradation du fragment Fc appelé pFc’. 

 

I.2.2.4.2 Ingénierie génétique 

 

L’élucidation de la structure des anticorps organisée en domaines et l’évolution des 

technologies de biologie moléculaire ont offert de nouvelles perspectives de 

développement. Depuis le début des années 1990, des fragments d’anticorps 

recombinants peuvent être obtenus par ingénierie moléculaire à partir d’ARNm 

d’hybridomes sécréteurs d’anticorps ou de banques combinatoires aléatoires d’ADNc 

codant les régions VH et VL d’anticorps. Le développement de la biologie moléculaire et 
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de l’ingénierie génétique ont aussi permis la construction de différents formats 

d’anticorps (Figure 21). 

 

 

Figure 21 : Les différents formats d’anticorps  

 

Le fragment Fab recombinant est un hétérodimère constitué de la chaîne légère et de 

la partie Fd de la chaîne lourde (VH-CH1) des anticorps. L’association s’effectue par la 

formation d’un pont disulfure entre les domaines CH1 et CL. Toutefois, la production de 

Fab recombinants est souvent délicate. La proportion de Fab formés actifs est parfois 

faible (Plucktun and Skerra, 1989 ; Thullier et al., 1999). 

Les fragments scFv (single chain fragment variable) sont l’une des structures 

minimales capables de lier un antigène (25kD). Les deux domaines variables VH et VL 

d’un anticorps sont associés de façon covalente par un lien peptidique. Ils peuvent être 

agencés dans l’orientation VL-VH ou VH-VL, l’extrémité C-terminale d’un domaine 

étant reliée à l’extrémité N-terminale de l’autre domaine par un lien peptidique qui 

maintient la cohésion des deux domaines variables sans perturber les contacts inter-

domaines. Le lien doit être flexible, soluble et sa longueur supérieure à 12 résidus pour 

répondre aux caractéristiques structurales d’association des domaines VH et VL.  

On peut aussi dériver à partir de scFv des formats variés dont certains peuvent 

conduire à des fragments d’anticorps mutispécifiques. Les formes dimériques (diabody), 

trimériques (triabody) et tétramériques (tétrabody) des scFv peuvent être produites. Pour 



INTRODUCTION : Généralités sur l’immunothérapie 

54 

cela, la longueur du lien peptidique entre les deux domaines variables doit être réduite 

(Holliger et al. 1993). Un peptide court (11 résidus d’acides aminés ou moins) induit une 

multimérisation du fragment car des contraintes stériques empêchent l’association des 

domaines variables lourd et léger d’une même sous-unité. Plusieurs sous-unités peuvent 

alors s’associer, le domaine variable lourd d’une sous-unité s’appariant avec le domaine 

variable léger d’une autre sous-unité. La nature et le nombre de résidus d’acides aminés 

composant le bras, ainsi que l’agencement des deux domaines variables influencent la 

forme stable et les proportions des différents oligomères (Lawrence et al., 1998 ; Blanco 

et al., 2003 ; Kortt et al., 2001 ; Dolezal et al., 2000). Il est considéré qu’un lien 

peptidique de 3 à 12 résidus d’acides aminés permet l’obtention du diabody (bivalent) 

(Holliger et al., 1993). La réduction du lien à moins de trois résidus favorise la formation 

du triabody (trivalent) et du tétrabody (tétravalent) (Dolezal et al., 2000 ; Hudson et 

Kortt, 1999 ; Hudson et Souriau, 2003). 

Le plus petit domaine capable de reconnaître un antigène avec de bonnes propriétés 

de spécificité et d’affinité est le VHH. Ce domaine est très similaire au fragment VH mais 

n’est pas associé à un domaine VL. Ce domaine particulier a été découvert chez les 

camélidés, chez qui il existe, en plus des anticorps conventionnels, des anticorps (appelés 

simple chaîne lourde) qui sont dépourvus de chaîne légère et de domaine CH1 (Hamers-

Casterman et al., 1993). Ces fragments d’anticorps sont très faciles à produire dans la 

levure ou dans des bactéries et sont résistants à hautes températures (Dumoulin et al., 

2002). De par leur petite taille, ces fragments se lient souvent à des cavités et constituent 

une bonne source d’inhibiteurs d’enzymes (Lauwereys et al., 1998). Les VHH ouvrent de 

nouvelles perspectives en biotechnologies.  

 

I.2.2.4.3 Biodistribution et pharmacocinétique des différents formats d’anticorps 

 

Pour de nombreuses applications thérapeutiques, notamment en immunothérapie 

anti-cancéreuse et anti-venin, les fragments Fab qui possèdent des caractéristiques 

pharmacocinétiques différentes de celles de l’anticorps entier, sont souvent mieux 

adaptées (Divgi and Larson, 1989 ; Gutierrez et al., 2003). Les demi-vies de distribution 

et d’élimination, chez le rat, passent respectivement de 6-104 heures pour l’IgG à 0,3-

23 heures pour le format Fab (Weir et al., 2002). Or une clearance sanguine lente 
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augmente la fixation non spécifique notamment sur les cellules normales et donc diminue 

le ratio cellules tumorales/ cellules normales, important en radioimmunothérapie anti-

cancéreuse (Buchsbaum, 1995). Toutefois, les Fab d’origine murine sont toujours 

immunogènes chez l’homme car ils présentent notamment le domaine CH1 de la partie 

constante. L’immunogénicité peut être réduite en chimérisant ou en humanisant le Fab.  

L’immunogénicité des scFv est faible et ils présentent une grande capacité à 

diffuser dans les tissus (Gilliland et al., 1999 ; Batra et al., 2002). Toutefois, il semble 

que ces molécules aient une demi-vie très courte lorsqu’elles sont administrées à 

l’animal, leur élimination par voie rénale étant très rapide (Yokota et al., 1992 ; Colcher 

et al., 1999). Les fragments scFv peuvent également servir de module de base pour le 

développement de structures plus complexes (Rheinnecher et al., 1996; Todorovska et 

al., 2001). Ainsi, la multivalence peut être recherchée pour augmenter l’avidité d’un 

fragment d’anticorps pour un antigène, pour en accroître la taille, en moduler la demi-vie 

ou les caractéristiques pharmacocinétiques  (Kortt et al., 1997 ; Plückthun and Pack, 

1997 ; Hudson et Kortt, 1999). 

 

I.2.2.5 Anticorps ayant obtenu l’autorisation de mise sur le marché 

 

Voir pour revue : Baty and Chames, 2006 ; Carter, 2006 ; Reichert et al., 2005. 

 

I.2.2.5.1 Anticorps utilisés en imagerie 

 

Dés le début des années 1970, plusieurs équipes ont utilisé des anticorps marqués 

avec des radio-isotopes pour localiser en imagerie des marqueurs tumoraux dans des 

modèles animaux (Primus et al., 1973 ; Mach et al., 1974). Avec l’avènement des 

anticorps monoclonaux dans les années 1980, ces études ont été étendues au diagnostic 

de tumeurs chez l’homme (Mach et al., 1983). De nombreux anticorps ou fragments 

d’anticorps ont alors été développés. De nos jours ne subsistent sur le marché que trois 

anticorps entiers et trois fragments d’anticorps, tous d’origine murine (Tableau 6). Le 

plus ancien est une IgG entière, le satumomab radiomarqué à l’indium 111, dirigé contre 

la glycoprotéine TAG-72 et utilisé depuis 1992 pour le diagnostic des récidives de 
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cancers colorectaux ou ovariens (Pinkas et al., 1999). Ce faible développement 

d’anticorps pour l’imagerie est dû au fait que ces molécules conduisent souvent à de 

faibles contrastes entre le tissu sain et pathologique, sauf dans le cas de récidives de 

grande taille. De plus, l’immunoscintigraphie n’est jamais utilisée en première intention 

mais seulement dans le cas de récidives ou lorsque que les résultats des examens 

classiques (scanner, échographie) ne sont pas concluants. Or les coûts de développement 

des anticorps en imagerie étant proches de ceux des anticorps thérapeutiques, il est 

probable que les firmes pharmaceutiques préfèrent investir sur les produits thérapeutiques 

dont le marché est très nettement supérieur. 

 

 

Tableau 6 : Anticorps utilisés en imagerie médicale  

(d’après Baty and Chames, 2006) 
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I.2.2.5.2 Anticorps utilisés en thérapie 

 

17 anticorps (16 anticorps entiers et un fragment Fab) présentent une autorisation de 

mise sur le marché en Europe et aux Etats-Unis (Tableau 7). Trois sont d’origine murine, 

cinq sont des anticorps chimériques, huit sont humanisés et un est humain. Huit sont 

utilisés en oncologie, trois pour les rejets de greffes, deux pour la polyarthrite 

rhumatoide, un pour le psoriasis, un pour l’angioplastie, un pour le virus RSV 

(respiratory syncytial virus) et un pour l’asthme. Il faut rajouter, en plus de ces 17 

anticorps, deux molécules chimériques dont le fragment Fc d’une IgG humaine est 

fusionné à une protéine. L’une est utilisée pour la polyarthrite rhumatoide et l’autre pour 

le psoriasis. Le plus ancien anticorps thérapeutique, le muromomab, plus connu sur le 

nom OKT3 ,est dirigé contre l’antigène CD3 et a obtenu une autorisation d’utilisation 

clinique en 1986. Il est toujours utilisé dans la prévention du rejet aigu de greffes rénales 

(Goldstein, 1987).  

L’utilisation in vivo d’anticorps monoclonaux de souris aussi bien pour la thérapie 

que pour l’imagerie s’est très vite confrontée à la production d’anticorps humains dirigés 

contre ces anticorps de souris chez les patients (réponse HAMA). D’autre part, les 

fonctions effectrices des anticorps de souris injectés chez l’homme ne sont pas optimales. 

Pour ces raisons des anticorps chimériques, humanisés voire humains ont été développés. 

Il a donc fallu attendre huit années pour qu’un deuxième anticorps, l’abciximab, un 

fragment Fab chimérique, obtienne une autorisation de mise sur le marché (Simoons et 

al., 1994). 
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Tableau 7 : Anticorps utilisés en immunothérapie  

(d’après Baty and Chames, 2006) 
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Si le chiffre de 17 anticorps ayant obtenu l’autorisation de mise sur le marché par la 

FDA et l’EMEA peut paraître décevant, cela est dû à la complexité et au coût de 

production des anticorps mais également à la complexité d’utilisation des anticorps 

thérapeutiques (périodicités d’administration et doses très strictes). Toutefois, plus de 150 

anticorps recombinants thérapeutiques sont en phase clinique (Reichert et al., 2005): 

environ 60 en phase I, environ 80 en phase II et environ 15 en phase III (Figure 22). 

L’obtention d’anticorps monoclonaux humains à partir de souris transgéniques va 

certainement augmenter ce chiffre dans les deux prochaines années. 

 

 

Figure 22 : Anticorps monoclonaux thérapeutiques entrant en phase clinique 

 (d’aprés Reichert et al., 2005) 
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I.3 Généralités sur l’immunisation génique 

I.3.1 Introduction à l’immunisation génique 

 

I.3.1.1 Historique 

 

Depuis les premières études au début des années 50 (Stasney et al., 1950), une période 

d’environ 40 ans s’est écoulée avant que Will et al. (Will et al., 1982), Dubensky et al. 

(Dubensky et al., 1984) et Wolff et al. (Wolff et al., 1990) démontrent que l’administration 

d’ADN recombinant à un animal entraîne l’expression in vivo de la protéine codée par ce 

plasmide. Peu de temps après, Tang et al. (Tang et al., 1992) montrent que l’expression d’une 

protéine du non soi codée par un plasmide déclenche une réponse immunitaire humorale 

spécifique de cet antigène. Au même moment, Ulmer et al. (Ulmer et al., 1993), Fynan et al. 

(Fynan et al., 1993) et Wang et al. (Wang et al., 1994) établissent qu’une vaccination ADN 

peut induire une réponse immunitaire spécifique et protectrice chez des souris. 

Depuis, plus de 1000 articles ont montré la capacité de la vaccination ADN à induire une 

forte réponse immunitaire contre de nombreux pathogènes tels que agents infectieux de la 

malaria (Hoffman et al., 1997 ; Kalinna, 1997 ; Wang et al., 1998), tuberculosis (Strugnell et 

al., 1997 ; Kaufmann, 1995 ; Lowrie et al., 1997), le virus de l’hépatite B (Davis et al., 1994 ; 

Tacket et al., 1999), le virus ébola (Xu et al., 1998) et le VIH (Boyer et al., 1999 ; Wang et 

al., 1993 ; Boyer et al., 1997). Toutefois, si les vaccins ADN sont bien tolérés par les patients 

lors de premiers essais cliniques, leur immunogénicité semble insuffisante et des améliorations 

doivent être envisagées. Ainsi, différents outils pour améliorer le transfert de gène et 

l’expression du transgène in vivo ont été développés ces dernières années (voir le paragraphe 

p65). 
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I.3.1.2 Mécanisme d’induction de la réponse immunitaire 

 

L’immunisation génique consiste à injecter directement dans le muscle squelettique ou la 

peau, les gènes codant des protéines. L’organisme hôte produit lui-même l’antigène qui va 

induire une réaction immunitaire cellulaire et humorale. Le mécanisme exact aboutissant à la 

stimulation de système immunitaire après transfert de gène dans le tissu cible n’est pas 

entièrement élucidé 

 

Lorsqu’un ADN plasmidique codant pour un antigène est injecté par voie intra-musculaire 

ou par voie intra-dermique, les myocytes ou kératinocytes peuvent être directement transfectés 

et les fragments d’antigène présentés par des molécules du CMH de classe I (Figure 23A). 

Toutefois, ces cellules ne peuvent pas directement stimuler les lymphocytes T CD8+ 

(cytotoxiques) naïfs mais elles peuvent être reconnues par les lymphocytes T CD8+ activées 

par la voie des cellules présentatrices de l’antigène (CPA). Il est donc nécessaire que des 

cellules dendritiques ou macrophages aient été initialement activées et initient la réponse 

immune en présentant l’antigène sur leurs molécules de CMH de classe I et II.  

 

Deux hypothèses sont proposées pour expliquer la présentation de l’antigène par les 

CPA : 

 

 -Transfection directe des CPA. Plusieurs études indépendantes suggèrent que des 

cellules dendritiques ou macrophages présents au site d’injection sont directement transfectées 

par le plasmide. Ainsi Weeratna et al. ont comparé l’injection intramusculaire d’un plasmide 

codant pour un antigène de surface de l’hépatite B sous contrôle d’un promoteur spécifique du 

muscle (promoteur de la créatine kinase) ou sous contrôle d’un promoteur non spécifique 

CMV. Une réponse immunitaire n’a pu être mise en évidence qu’avec le promoteur CMV 

suggérant fortement qu’en absence de transfection directe des CPA, la réponse immune ne 

peut pas être initiée (Weeratna et al., 2001). De plus, l’ADN plasmidique a été isolé à partir de 

cellules dendritiques provenant de ganglion lymphatiques locaux et de la peau après des 

injection intra-musculaire ou intra-dermique (Casares et al., 1997). Torres et al. ont également 

montré qu’une réponse immune pouvait être maintenue même si le site d‘injection était 

prélevé 10 minutes après l’administration de l’ADN plasmidique, suggérant que des cellules 
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distantes de ce site d’injection devaient avoir été transfectées (Torres et al., 1997). Ces 

observations supportent l’hypothèse que des CPA résidentes au site d’injection sont 

directement transfectées, présentent l’antigène sur leurs molécules de CMH de classe I et II 

puis migrent au niveau des organes lymphoïdes secondaires où ils activent les lymphocytes T 

CD8+ et CD4+ naïfs respectivement (Figure 23B) (Condon et al., 1996 ; Chattergoon et al., 

1998 ; Timares et al., 1998). De plus, la transfection directe de ces CPA par le plasmide 

permet la stimulation du récepteur TLR9 (Toll like receptor) présent à la surface de 

l’endosome des cellules de l’immunité par les motifs CpG plasmidiques ou séquences 

immunostimulatrices (séquences basées sur un motif 5’ Purine-Purine-CpG-Pyrimidine-

Pyrimidine 3’ dont la cytosine n’est pas méthylée, plus fréquentes chez les procaryotes que 

chez les eucaryotes) (Sato et al., 1996 ; Colot and Rossignol, 1999 ;Yasuda et al., 2006 ; 

Krieg, 2006). Cette voie de transduction aboutit au déclenchement d’une réponse innée de 

type inflammatoire permettant l’attraction de nouvelles CPA par chimiotactisme. 

 

 -Présentation croisée. Des études ont également montré que les cellules du site 

d’injection telles que les myocytes ou les kératinocytes sont directement impliquées dans la 

stimulation de la réponse immunitaire (Dupuis et al., 2000). Ces cellules seraient capables de 

libérer l’antigène ou des fragments peptidiques qu’elles expriment, qui seraient ensuite 

phagocytés par des CPA permettant leur présentation : on parle de « cross-priming » (Figure 

23C). Notamment on peut supposer que les signaux de « danger » causés par l’injection et la 

présence d’ADN d’origine bactérienne entraînent un environnement inflammatoire induisant 

1) l’attraction de CPA au niveau du site d’injection, 2) la maturation des cellules dendritiques 

et 3) l’apoptose de certaines cellules transfectées générant des débris cellulaires et la libération 

de l’antigène (ou de fragments d’antigène) endocytés par les CPA qui vont ensuite être 

capables de le présenter à leur tour sur des molécules CMH de classe I (Ulmer et al., 1997 ; 

Ulmer et al., 1996 ; Rovere et al., 1998 ; Heath et al., 2004). Par ailleurs, si l’antigène 

présente un signal de sécrétion, il peut être directement phagocyté par les CPA permettant sa 

présentation sur les molécules de CMH de classe II induisant une réponse immunitaire de type 

humoral (Boyle et al., 1997).  
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Figure 23 : Mécanismes hypothétiques de la présentation de l’antigène après une immunisation 

génique  

(d’après Liu et al., 2003) 

 

I.3.1.3 Avantages et inconvénients de l’immunisation génique 

 

L’immunisation génique présente de nombreux avantages par rapport à des protocoles 

d’immunisation plus classiques. Ainsi contrairement à des immunisations peptidique ou 

protéique, la synthèse in vivo de la protéine codée par le plasmide devrait parmettre 

l’expression de l’antigène dans sa conformation native, correctement glycosylé et ayant subi 

des modifications post-traductionnelles similaires à celles subies par l’agent infectieux naturel 

dans le cadre de pathogènes eucaryotes. Cette caractéristique favorise la production 

d’anticorps neutralisants efficaces. De plus, l’immunisation génique peut induire à la fois une 

réponse immunitaire de type humoral et cellulaire. Par ailleurs, la simplicité de la préparation 

du plasmide par rapport aux vaccins protéiques est remarquable. Ainsi toute molécule pouvant 

être fabriquée par recombinaison peut être utilisée pour la vaccination à ADN. Le coût de 

production est donc inférieur à celui des vaccins protéiques. De plus, les vaccins à ADN n’ont 

pas besoin de chaîne du froid pour conserver leur efficacité. Cette perspective devrait 

permettre d’envisager un essor de ce type de vaccination dans les pays où, d’une part, la 
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température pourrait dégrader la qualité des vaccins protéiques et, d’autre part, les ressources 

financières ne permettent pas l’installation et la maintenance de chaînes du froid. 

Toutefois, il existe des risques associés à l’inoculation de vecteurs plasmidiques. Le 

premier est qu’ils peuvent entraîner la stimulation de lymphocytes B auto-réactifs et ainsi 

engendrer la sécrétion d’auto-anticorps anti-ADN (Katsumi et al., 1994). Cependant, la 

quantité et la durée de production de tels anticorps n’apparaît pas suffisante pour déclencher 

une maladie auto-immune chez un animal sain ou même d’accélerer une maladie auto-immune 

chez un animal susceptible (annexe 1 : Considerations for Plasmid DNA Vaccines for 

Infectious Disease Indications, FDA, 2005). L’hypothèse de l’intégration du vecteur 

plasmidique dans l’ADN de la cellule transfectée est inquiétante (Nichols et al., 1995). Une 

telle intégration pourrait notamment mener à la transformation cancéreuse de la cellule 

transfectée au cas où elle se ferait dans ou à proximité d’une séquence de suppresseurs de 

tumeur ou d’oncogènes (annexe 1 : Considerations for Plasmid DNA Vaccines for Infectious 

Disease Indications, FDA, 2005). Cependant de nombreux travaux ont estimé que ce risque 

d’intégration était mille fois moins important que le taux de mutations spontanées du génome 

(Nichols et al., 1995 ; Ledwith et al., 2000). Par précaution, les vecteurs utilisés lors 

d’immunisations géniques ne doivent pas présenter de séquences homologues avec le génome 

humain pour éviter toutes recombinaisons. 
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I.3.2 Les outils de transfert de gènes 

 

La principale limite de l’immunisation génique réside dans le développement de système 

de transfert de gènes. En effet, pour parvenir au noyau de la cellule transfectée, l’ADN 

plasmidique doit surmonter plusieurs barrières biologiques. Or, en raison de leur caractère 

hydrophobe, les membranes cellulaires sont peu perméables aux structures polyanioniques  

que sont les acides nucléiques. Ainsi l’utilisation de vecteurs permettant un transport efficace 

du gène d’intérêt est nécessaire pour permettre une expression protéique suffisante et le 

déclenchement d’une réponse immunitaire efficace. 

 

I.3.2.1 Vecteurs viraux 

 

De part leurs propriétés naturelles, les virus ont été les premiers vecteurs à avoir été 

utilisés. Ils reposent sur l’utilisation du matériel génétique des virus pour le transport de 

l’ADN d’intérêt au sein de la cellule cible permettant une pénétration intracellulaire efficace 

ainsi que la persistance du matériel génétique (Kay et al., 2001). Cependant, le génome viral 

est modifié afin de supprimer les séquences responsables de sa réplication et de sa virulence. 

Le virus ainsi modifié conserve ses propriétés de pénétration au sein des cellules permettant 

l’expression de la protéine d’intérêt mais sans production de particules virales. Les principaux 

types de vecteurs viraux utilisés sont représentés dans le Tableau 8. 

Toutefois, même si ces vecteurs sont très immunogènes, ils posent des problèmes de 

toxicité notamment d’intégration dans le génome de la cellule transfectée. Cette complication 

a été rencontrée par l’équipe d’Alain Fisher lors de l’utilisation d’un rétrovirus dérivé du MLV 

(Murine Leukemia Virus) chez des enfants atteints d’immunodéfience sévère liée au 

chromosome X (Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Les rétrovirus utilisés se sont intégrés 

préférentiellement à proximité d’une région d’activation d’un proto-oncogène (LMO2 qui 

code un facteur de transcription impliqué dans le contrôle de l’hématopoïèse). Cette 

intégration a entraîné la surexpression de LMO2 chez les patients les plus jeunes, engendrant 

une leucémie. Ces problèmes ont conduit à l’arrêt de cet essai et ont incité les chercheurs à 

développer des vecteurs non iraux plus sûrs. 

 



INTRODUCTION : Généralités sur l’immunisation génique 

 66 

Nom Description 
Taille de 

l’insert 

Intégration 

dans le génome 
Avantages Inconvénients 

Oncorétrovirus 

Constitués d’ARN 

transcrit dans le 

cytoplasme en 

ADN1 

- - 

⇒Les premiers utilisés en recherche2 

puis ayant donné lieu à un essai 

clinique3 

⇒Expression à long terme 

⇒Doivent attendre la 

mitose pour pénétrer dans 

le noyau 

⇒Intégration non 

contrôlée dans le génome 

de l’hôte5 

Lentivirus 

Rétrovirus dérivés 

du Virus 

d’Immunodéficien

ce Humaine (VIH) 

7kb Oui 
⇒Infectent les cellules quiescentes4 

⇒Expression à long terme  

⇒Immunogènes (gènes du 

VIH encore présents) 

⇒Difficultés à produire en 

grande quantité 

Adénovirus 

ADN double brin 

qui reste en 

position 

épisomale 

5-8kb Non 

⇒Infectent les cellules quiescentes 

⇒Très forte efficacité de transfection 

dans beaucoup de tissus 

⇒Expression transitoire du 

gène 

⇒Forte immunogénécité 

(pouvant être réduite6) 

Virus associés 

aux adénovirus 

(AAV) 

ADN simple brin 

Nécessité de les 

associer aux 

adénovirus pour 

les propriétés 

d’encapsidation 

4kb ? ⇒Non immunogènes ⇒Taille du gène limitée  

Herpes Simplex 

HSV-1 

ADN double brin 

qui devient 

circulaire dans le 

noyau 

35kb Non 

⇒Large capacité (40kb) 

⇒Transfectent les cellules en division 

ou non 

⇒Tropisme naturel pour 

les neurones6 

⇒Induit une toxicité 

cellulaire 

1Barquirero et al., 2004, 2 Cone et al., 1984, 3Rosenberg et al., 1990, 4Uchida et al., 1998, 5Hacein-Bey-Abina et al., 

2003, 6Thomas et al., 2003  

Tableau 8 : Vecteurs viraux utilisés en immunisation génique 
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I.3.2.2 Vecteurs non-viraux 

 

L’utilisation de vecteurs non-viraux impose de trouver un équilibre entre faible 

cytotoxicité et forte efficacité du vecteur. Ainsi, l’ADN doit atteindre le noyau et être exprimé 

de façon efficace, sans provoquer de trop importants dommages dans la cellule. Ces méthodes 

sont actuellement en plein essor et depuis l’injection d’ADN plasmidique nu, de nombreuses 

méthodes chimiques et physiques se sont développées. 

 

 -ADN nu. L’injection d’ADN nu plasmidique est le système d’administration le plus 

simple et le moins cher. En 1990, Wolff et al. ont montré que l’injection intra-musculaire 

d’ADN nu chez la souris permet l’expression efficace du transgène et ce pendant plusieurs 

mois. Puis, Tang et al. montrent que l’expression d’une protéine du non soi codée par un 

plasmide déclenche une réponse immunitaire spécifique (Tang et al., 1992). Ces découvertes 

ouvrent la voie à de nombreuses applications notamment en thérapie génique et en 

vaccination. Si l’immunisation génique a permis l’obtention de résultats très encourageants 

chez des animaux expérimentaux de petite taille comme la souris, la réponse immune induite 

par des injections d’ADN nu chez des animaux de plus grande taille et notamment chez 

l’homme a été très décevante. En effet, la faible perméabilité des membranes cellulaires aux 

acides nucléiques ainsi qu’une dégradation très rapide de l’ADN nu par les nucléases limitent 

la transfection de cellules cibles par le plasmide (Mahato et al., 1997). Il est donc nécessaire 

de le protéger de la dégradation et d’augmenter son temps de circulation, ceci pouvant être 

réalisé à l’aide de vecteurs chimiques. 

 

 -Les lipides cationiques et polymères cationiques. Les lipides cationiques sont des 

molécules monomériques composées de trois domaines : 1) une tête cationique permettant la 

liaison à l’ADN par des interactions électrostatiques, 2) un bras espaceur dont la composition 

détermine la biodégradabilité de la molécule et 3) une queue hydrophobe. Les complexes 

formés avec l’ADN sont appelés lipoplexes. Les lipides cationiques les plus fréquemment 

utilisés sont le DOTMA (chlorhydrate de N-(2,3-dioléyloxypropyl)-N,N,N-

triméthylammonium), le DOSPA (2,3-dioléyloxy-N-2-(sperminecarboxyamido)-éthyl-N,N-

diméthyl-propanammonium) et la DOGS (dioctadécylamidoglycylspermine). Les polymères 

cationiques sont des molécules riches en amines, en lysines ou en arginines, groupements 
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protonés à pH physiologique. Cette constitution leur confère, dans des conditions 

physiologiques, des propriétés d’interactions électrostatiques avec l’ADN chargé 

négativement. Les complexes formés avec l’ADN sont appelés polyplexes. On peut citer 

parmi les ploymères cationiques le PEI (polyéthylènimine) connu pour ses propriétés de 

transfection ex vivo intéressantes. Les lipoplexes ou polyplexes chargés positivement 

favorisent le transfert d’ADN à l’intérieur de la cellule (Scherman et al., 1998 ; Pietersz et al., 

2006). Les mécanismes sous-jacents sont encore mal connus (Figure 24). Deux hypothèses 

sont proposées 1) la voie de l’endocytose et 2) le complexe fusionne avec la membrane 

plasmique libérant l’ADN dans le cytoplasme (Labat-Moleur et al., 1996 ; Zabner et al., 

1995). Ainsi, l’efficacité de transfection engendrée par les lipides ou polymères cationiques 

est dépendante du rapport entre la charge ADN et les charges positives. Toutefois, si les 

lipoplexes ou polyplexes présentent une bonne efficacité ex vivo, leur injection dans la 

circulation systémique est décevante. En effet, ils activent souvent le complément et sont donc 

rapidement dégradés (Plank et al., 1996). De plus, les charges positives présentes à la surface 

des complexes interagissent également avec les protéines du sérum entraînant la formation 

d’agrégats pouvant conduire à une embolisation. Ainsi, l’efficacité in vivo des lipoplexes et 

polyplexes est donc un compromis entre leur quantité en lipides ou polymères cationiques 

permettant un niveau de transfection intéressant et leur toxicité. 

 

 

Figure 24 : Principales fonctions des lipides et polymères cationiques  

(d’après Kreiss et al., 1999) 
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 -Les co-polymères amphiphiles. L’un des buts essentiels du développement de 

nouveaux vecteurs consiste à trouver une structure qui permette à ces derniers de résister aux 

contraintes des milieux intra et extra-cellulaire. Récemment, les polymères amphiphiles non-

ioniques ont montré leur efficacité en tant que transporteur d’ADN in vivo au niveau de 

différents tissus comme les muscles, l’oeil, le coeur ou les poumons (Lemieux et al., 2000 ; 

Liaw et al., 2001 ; Pitard et al., 2002 ; Designaux et al., 2005). Ces polymères sont obtenus 

par polymérisation de plusieurs types de monomères dont typiquement un est hydrophobe et 

l’autre hydrophile, entraînant la formation de micelles (Letchford et al., 2007). Cette molécule 

est donc composée de régions ayant des affinités opposées pour un solvant aqueux. Cette 

structure unique lui confère le nom de surfactant. La formation de micelles permet 1) de 

compacter l’ADN, 2) d’augmenter son temps de circulation et 3) de diminuer les interactions 

toxiques avec des molécules de l’organisme comme le complément et les protéines sériques. 

 

I.3.2.3 Outils physiques 

 

Les méthodes physiques de transfert de gène sont actuellement en plein essor (voir pour 

revue : Wells et al., 2004). 

 

 -Le transfert de gène hydrodynamique. Cette méthode repose sur l’injection d’un 

grand volume (équivalent au volume sanguin total) d’une solution plasmidique dans la veine 

de la queue d’un rongueur entraînant une transfection efficace essentiellement dans le foie. En 

effet, cette injection engendre une baisse transitoire de la fonction cardiaque et une 

augmentation rapide de la pression des veines, notamment du foie, entraînant d’une part une 

hydroporation (apparition transitoire de pores au niveau de la membrane plasmique) et d’autre 

part une hyperméabilité des hépatocytes (Zhang et al., 2004 ; Andrianaivo et al., 2004 ; 

Kobayashi et al., 2004). Cette technique, difficilement applicable chez l’homme, est 

actuellement utilisée pour transférer le gène de la dystrophine dans un modèle canin de 

dystrophie musculaire (Braun et al., 2004). 

 

 -Les ultrasons. Cette méthode repose sur l’utilisation d’ultrasons de faible ou forte 

intensité permettant la transfection du muscle squelettique, de l’artère carotidienne ou du 

coeur (Taniyama et al., 2002 ; Schratzberger et al., 2002 ; Danialou et al., 2002 ; Lu et al., 
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2003 ; Chen et al., 2003 ; Bekeredjian et al., 2003). En effet, l’application localisée 

d’ultrasons résulte en une désorganisation tissulaire et une augmentation transitoire de la 

perméabilité membranaire. Cette méthode a pour avantage d’être non invasive. 

 

 -Laser et champs magnétiques. Un laser femtoseconde à infrarouge a permis de 

transfecter des cellules musculaires murines (Zeira et al., 2003 ; Zeira et al., 2007). Le laser, 

focalisé sur une zone de 2mm de profondeur, permet une expression efficace et à long terme 

de la protéine d’intérêt, sans induire de dommages musculaires. Le mécanisme expliquant 

cette transfection n’est pas encore connu mais il semblerait que le laser entraîne une 

désorganisation de la membrane plasmique musculaire augmentant sa perméabilité. Un champ 

magnétique peut être utilisé pour transfecter un ADN couplé à des nanoparticules 

paramagnétiques. Ce procédé appelé magnétofection, a permis d’augmenter l’expression du 

transgène au niveau du tractus gastro-intestinal et la vasculature de l’oreille (Scherer et al., 

2002). Ces deux procédés sont encore très récents et nécessitent des études complémentaires. 

 

 -Canon à ADN ou « gene gun ». Cette technique, utilisée depuis les années 90, 

consiste à bombarder un tissu, généralement l’épiderme, ou des cellules cibles avec des billes 

d’or de 1 à 5 µm revêtues par de l’ADN (Tang et al., 1992). L’ADN pénètre ainsi directement 

dans les cellules de la peau et n’est pas dilué dans le milieu extracellulaire. Cette technique 

nécessite donc des quantités en ADN plus faibles pour générer une réponse immunitaire 

équivalente (Fynan et al., 1995 ; Fuller et al., 2006). 

 

 -L’électrotransfert. Cette méthode est basée sur des études antérieures mettant en 

évidence la possibilité de transfecter des cellules ex vivo en appliquant une série d’impulsions 

électriques (Neumann et al., 1982). Ces chocs électriques auraient deux effets : 1) ils 

engendreraient une désorganisation membranaire permettant une augmentation de la 

perméabilité de la membrane plasmique et 2) le champ électrique ainsi formé permettrait la 

migration de l’ADN chargé du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire par 

migration électrophorétique. L’électroperméabilisation peut aussi être utilisée pour administrer 

des drogues aux cellules : c’est l’électrochimiothérapie. En 1991, le premier essai clinique 

utilisant ces propriétés a été autorisé pour faciliter l’entrée de la bléomycine dans les cellules 

tumorales (Mir et al., 1991). Historiquement, l’électroporation in vivo de l’ADN a été utilisée 

en premier lieu pour le transfert de gène dans la peau et le foie au début des années 90 
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(Titomirov et al., 1991 ; Heller et al., 1996). Depuis, cette technique, qui permet une 

augmentation de l’expression du transgène de 100 à 1000 fois en comparaison avec des 

injections d’ADN nu, est en plein essor. Cette méthode est principalement utilisée pour le 

transfert de gène dans le muscle squelettique ou les tumeurs (Rols et al., 2000; Bettan et al., 

2000 ; Rizzuto et al., 1999 ; Mir et al., 1999 ; Mathiesen, 1999) mais également dans les 

artères (Matsumoto et al., 2001), la peau (Maruyama et al., 2001), le foie (Heller et al., 2000), 

le tendon (Jayankura et al., 2003), la vessie (Harimoto et al., 1998), la cornée (Blair-Parks et 

al., 2002), les cellules rétiniennes (Dezawa et al., 2002), la moelle épinière (Lin et al., 2002) 

et le cerveau (Inoue and Krumlauf, 2001). L’électrotransfert est également utilisé en 

vaccination génique. De nombreuses études montrent que cette technique augmente 

l’amplitude de la réponse immunitaire contre de nombreux antigènes (Tollefsen et al., 2002 ; 

Zhang et al., 2003 ; Scheerlinck et al., 2004). Même si l’électroporation in vivo semble 

augmenter le risque d’intégration de l’ADN plasmidique dans le génome de l’hôte, cet 

événement reste toujours en dessous du niveau de mutations spontanées de ce même génome 

(Wang et al., 2004). 
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I.3.3 Essais thérapeutiques 

I.3.3.1 En thérapie génique 

 

Depuis le premier essai clinique en 1989, plus de 1300 essais ont été ou sont en cours de 

réalisation à travers le monde (Figure 25). L’essentiel de ces essais se trouve en phase I 

(Figure 26). 

 

 

Figure 25 : Répartition des essais cliniques selon leur année d’initiation.  

 

 

Figure 26 : Répartition des essais cliniques en fonction des phases. 
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Le pays leader en nombre d’essais cliniques est les Etats-Unis avec plus de 66% des tests 

réalisés (Figure 27). Cette différence est essentiellement due à une législation plus souple et 

des moyens plus importants. 

 

Figure 27 : Répartition des essais selon les pays. 

 

 Si à l’origine la thérapie génique s’adressait plutôt aux traitements des maladies 

monogéniques héréditaires, la tendance a bien évolué puisque qu’aujourd’hui 66% des essais 

visent le traitement des cancers, contre moins de 10% pour les maladies monogéniques 

(Figure 28). Les autres domaines d’application principaux sont les maladies vasculaires et 

infectieuses. 

 

Figure 28 : Répartition des essais cliniques selon le type de maladie 
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I.3.3.2 En vaccination génique 

 

La première étude basée sur la vaccination génique réalisée chez l’homme a été effectuée 

en 1998 contre le VIH (virus d’immunodéfience humaine) (MacGregor et al., 1998 ; voir pour 

revue : Ulmer et al., 2006). Actuellement, de nombreux essais cliniques sont en cours. Ils 

concernent essentiellement des maladies virales (VIH, virus de l’hépatite B, dengue, 

influenza) et cancéreuses (papillomavirus humain, mélanome, cancer ovarien ou rénal). Tous 

ces essais sont répertoriés sur le site : www.clinicaltrials.gov. En 2005, deux vaccins à ADN 

ont obtenu leur autorisation de mise sur le marché : l’un est dirigé contre le WNV (West Nile 

virus) chez le cheval et l’autre contre le IHNV (infectious hematopoietic necrosis virus) chez 

le saumon (Powell, 2004 ; Lorenzen and LaPatra, 2005). Ces licences constituent un vrai pas 

en avant pour la vaccination génique. En effet, les bonnes réponses immunitaires obtenues 

chez le cheval démontrent que l’immunisation génique peut également être efficace chez des 

animaux de grande taille contrairement aux premières hypothèses avancées et qu’une 

expression in vivo efficace de l’antigène représente un élément important pour une bonne 

réponse au vaccin. 

Les recommandations de la FDA aux industries pour le développement de vaccins 

géniques est répertorié dans l’annexe 1. 



 

 75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. OBJECTIFS DE MON TRAVAIL DE THÈSE 



Objectifs de mon travail de thèse 

 76 

Les maladies à prions ou encéphalopathies subaiguës spongiformes transmissibles (ESST) 

sont des maladies neurodégénératives fatales. La transconformation de la protéine prion 

cellulaire (PrPc) en une isoforme pathogène (PrPsc) semble être l’élément central de la 

pathogenèse. Globalement, l’incidence des ESST humaines est faible. De plus, depuis que des 

tests-diagnostics post-mortem sont obligatoires sur tous les bovins abattus en Europe (2000), 

les risques de transmission de la maladie des bovins vers l’homme sont désormais considérés 

comme négligeables. Toutefois, de par la longue période d’incubation de la maladie chez 

l’homme et l’apparition de nouveaux risques de transmission de ces maladies par transfusion 

sanguine et greffe d’organes, les ESST représentent toujours un véritable problème de santé 

publique nécessitant le développement de traitements prophylatiques et/ou thérapeutiques. En 

raison des perspectives peu encourageantes offertes par les traitements reposant sur 

l’utilisation de composés chimiques, la recherche s’est orientée vers des stratégies 

immunologiques (ou immunothérapie) et, plus particulièrement, vers l’utilisation d’anticorps 

dirigés contre la PrPc. 

Depuis le développement de la technique des hybridomes par Köhler et Milstein, les 

anticorps sont apparus comme une classe importante de médicaments dans de nombreux 

domaines tels que l’oncologie, les maladies infectieuses et inflammatoires. Toutefois, les défis 

majeurs de l’immunothérapie passive humaine sont, d’une part, la génération d’anticorps 

protecteurs dirigés contre une conformation native de protéines humaines et, d’autre part, leur 

optimisation par ingénierie moléculaire pour une utilisation efficace in vivo. 

L’immunisation génique qui consiste à injecter l’ADNc codant la protéine cible présente 

les avantages, d’une part, de ne nécessiter aucune purification de la protéine antigénique 

(étape pouvant être particulièrement délicate selon l’antigène étudié) et, d’autre part, de 

permettre la synthèse de l’antigène in situ sous sa conformation native. Ainsi, une telle 

méthode d’immunisation devrait permettre de favoriser la production d’anticorps protecteurs 

dirigés contre la conformation native de l’immunogène. 

 

Ce travail de thèse a donc pour objectifs : 

1) de développer de nouveaux outils pour l’immunothérapie passive par un 

protocole d’immunisation génique permettant la production d’anticorps à visée 

thérapeutique dirigés contre la conformation native de la PrPc humaine et, plus 

généralement, contre une conformation native d’une protéine humaine faiblement 

immunogène chez des souris de type sauvage.  
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2) d’évaluer rapidement le potentiel thérapeutique des fragments bivalents 

ou monovalents ex vivo, permettant la sélection des anticorps monoclonaux à 

cloner en vue d’une éventuelle utilisation in vivo.  

3) de développer de nouvelles méthodes d’immunothérapie active 

permettant de rompre la tolérance contre une protéine du soi chez des souris de 

type sauvage. 

 

Dans un souci d’une meilleure compréhension des résultats, nous avons choisi de 

présenter, dans une première partie consacrée à l’immunothérapie passive, l’étude de l’effet 

thérapeutique ex vivo de fragments Fab dérivés d’anticorps monoclonaux anti-PrPc, puis, celle 

de différents protocoles d’immunisation génique pour le développement de nouveaux 

anticorps thérapeutiques. Dans une seconde partie consacrée à l’immunothérapie active, nous 

allons exposer nos résultats concernant de l’étude de différents protocoles d’immunisation 

pour produire des anticorps dirigés contre une protéine du soi chez des souris de type sauvage. 
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III.1 Immunothérapie passive 

III.1.1 Evaluation de l’effet curatif ex vivo de fragments Fab dérivés 

d’anticorps monoclonaux anti-PrP 

 

Au cours de ces dernières années de nombreuses études ont rapporté l’effet 

antagoniste des anticorps anti-PrP sur l’accumulation de PrPsc dans différentes lignées de 

cellules chroniquement infectées (Beringue et al., 2004 ; Enari et al., 2001 ; Gilch et al., 

2003 ; Kim et al., 2004 ; Perrier et al., 2004 ; Féraudet et al., 2005). Toutefois, même si 

les mécanismes d’action de ces anticorps sont toujours controversés, il semblerait qu’ils 

exercent essentiellement un effet protecteur impliquant une interaction directe paratope-

épitope de l’anticorps sur la PrPc plutôt qu’un effet effecteur impliquant la partie Fc  de 

l’anticorps conduisant à la mort cellulaire (Peretz et al., 2001).  

Dans le but, d’une part, de sélectionner les anticorps thérapeutiques candidats à 

cloner pour une étude in vivo et, d’autre part, d’analyser l’importance ou non de la 

bivalence de ces anticorps recombinants dans l’exercice d’une activité thérapeutique, 

nous avons comparé l’effet de cinq anticorps monoclonaux et de leur dérivé Fab pour leur 

capacité à inhiber la réplication de la PrPsc dans un modèle cellulaire murin 

chroniquement infecté. 

Ces travaux s’articulent en trois volets. Dans un premier lieu, nous avons sélectionné 

les anticorps candidats en fonction du criblage de 145 anticorps réalisé dans notre 

laboratoire (Féraudet et al., 2005). Puis, nous avons produit les Fab correspondants et 

nous avons vérifié la fonctionnalité de leur paratope par des dosages immunométriques 

par compétition et de cytométrie en flux afin de comparer leurs effets pharmacologiques 

ex vivo sur des cellules de neuroblastomes murin (N2a) infectées. 

Ce travail fait l’objet d’une publication sous forme d’un article en cours de rédaction. 
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III.1.1.1 Détermination des anticorps candidats 

 

Une partie du travail de doctorat de Cécile Féraudet a consisté à étudier l’effet de 145 

anticorps monoclonaux, produits au laboratoire, sur la réplication de la PrPsc dans 

différents modèles de cellules infectées. Ces 145 anticorps monoclonaux anti-PrP sont 

issus de campagnes d’immunisation de souris invalidées pour le gène Prnp par différents 

immunogènes (peptides de PrP, PrP recombinante ou agrégats de PrPsc (Scrapie 

Associated Fibrils ou SAF)). Ils reconnaissent, pour la plupart, la PrP dénaturée, la PrPc 

et/ou les SAF. Mais aucun n’a été identifié comme spécifique de la PrPsc. Tous les 

anticorps monoclonaux utilisés ont été purifiés à partir d’ascites murins soit par 

précipitation à l’acide caprylique (Reik et al., 1987) soit par chromatographie d’affinité 

sur colonne de protéines A. L’identification de leur épitope a été réalisée par la méthode 

de synthèse peptidique Spot (Frank, 2002) modifiée par Molina et al. (Molina et al., 

1996) au moyen de peptides de PrP de 20 acides aminés, décalés les uns des autres d’un 

résidu et synthétisés sur une membrane de cellulose (Abimed, Langelfed, Allemagne). 

Cette méthode a pour avantage de permettre une présentation de tous les peptides dans la 

même orientation (liaison des peptides à la membrane par leur résidu C-terminal). La 

réactivité des anticorps pour chaque peptide est alors révélée au moyen d’un anticorps 

secondaire anti-souris couplé à une phosphatase. 

Parmi ces 145 anticorps, nous avons choisi cinq anticorps ayant les caractéristiques 

suivantes : 

1) ces anticorps sont capables d’inhiber au moins 70% de l’accumulation de la PrPsc 

à 10µg/ml dans les conditions expérimentales utilisées (voir le paragraphe Résultats ; 

1.1.4.2 Le principe du dosage de la PrPsc dans des cellules chroniquement infectées). 

 2) ces anticorps reconnaissent, pour la plupart, des épitopes différents. Les anticorps 

que nous avons sélectionnés pour cette étude sont : Bar223, Bar233, Bar236, SAF34 et 

Sha31 (Figure 29). 

3) ces anticorps reconnaissent la PrPc murine et la PrPc humaine. 
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A- 

Anticorps Isotype Immunogène Epitope reconnu sur la PrP 

Bar223 IgG2a Conformationnel 

Bar233 IgG2b 141-FGSDYEDRYYR-151 

Bar236 IgG2c 

PrP recombinante ovine 

Conformationnel 

SAF34 IgG2a 
SAF de hamster Syrien traités à la PK et dénaturés en 

acide formique 
59-QPHGGGW(x4)-89 

Sha31 IgG1 SAF de hamster Syrien traités à la PK et non dénaturés 145-YEDRYYRE-152 

 

B- 

 

Figure 29 : Liste des cinq anticorps monoclonaux utilisés dans cette étude.  
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III.1.1.2 Production et vérification de la fonctionnalité des fragments Fab 

 

Les fragments Fab sont des dérivés monomériques d’anticorps ayant la propriété de 

se lier avec l’antigène. Ils sont composés d’une chaîne légère entière et d’un fragment de 

la chaîne lourde contenant les domaines VH et CH1, les deux étant reliés par des ponts 

disulfures (voir la partie Introduction bibliographique : Introduction à l’immunothérapie). 

III.1.1.2.1 Production des Fab 

 

Les fragments Fab sont obtenus par coupure à la papaïne de l’anticorps entier au-

dessus de la région charnière. La préparation est délicate et le rendement est dépendant de 

la sous-classe de l’anticorps. Cependant, dans tous les cas, il est nécessaire d’utiliser des 

solutions très concentrées en anticorps (au moins 3mg/ml) pour obtenir un bon rendement 

de coupure. La papaïne est une thiol protéase dont l’action nécessite la présence d’un 

cofacteur réduisant les ponts disulfures, la cystéine (Adamczyk et al., 2000). Afin de 

mieux contrôler la réaction de coupure de l’anticorps, la papaïne est couplée à un gel de 

sépharose (Kilara et al., 1977). 

 

Protocole : 

Un gramme de gel de sépharose activé (activated CH Sepharose 4B, Pharmacia) est 

mis à gonfler dans 25ml d’HCL 1mM par agitation pendant 30min à température 

ambiante. Le gel est ensuite déposé sur un beckner sous vide et on y ajoute 10ml de 

tampon borate (0.1M, pH 8). Le gel est récupéré et on y ajoute 6mg de papaïne (sigma) 

repris dans 15ml de tampon carbonate (0,1M, pH 8) puis on agite 2 heures à température 

ambiante. Le pH 8 est le pH optimum pour associer la papaïne au gel de sépharose. 

Après agitation, le gel est rincé avec 200ml de tampon carbonate (0,1M, pH 8) puis avec 

100ml de tampon Tris-HCl (0,1M, pH 8). Le gel est enfin repris dans 15ml d tampon 

Tris-HCl (0,1M, pH 8) par agitation pendant 3 heures à température ambiante. Puis il 

est rincé avec du tampon phosphate (0,1M, pH 7,4), et peut être ainsi stocké pendant 

plusieurs semaines à 4°C en présence de 0,01% d’azide de sodium. 

Dans le protocole standardisé, 500µg d’anticorps sont ajoutés à 1mM final d’EDTA 

(ethylene diamine tetra acetique acide) et 10mM final de cystéine dans du tampon 
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phosphate de sodium (50mM, pH 7). Le gel de papaïne est ajouté au mélange anticorps-

cystéine-EDTA. La réaction est menée 5 heures à 37°C sous agitation puis elle est arrêtée 

par centrifugation (5min, 13000rpm) permettant la séparation du gel de papaïne des 

fragments d’anticorps après addition de 2,5mg d’iodoacétamide. Les anticorps non 

coupés sont éliminés par passage des échantillons sur colonne de protéines A. La 

cystéine résiduelle est neutralisée en incubant les Fab avec du NEM (N-ethylmaleimide, 

0,5M) 20min à 20°C puis éliminé par dialyse sur la nuit contre du Tris-HCl (0,1M, pH 8). 

La pureté est vérifiée sur un gel d’électrophorèse (phast system, Pharmacia) et leur 

quantité est évaluée par lecture au spectrophotomètre à 280nm. 

 

La pureté et l’intégrité des anticorps et de leur dérivé Fab ont été vérifiées par 

électrophorèse. La Figure 30 représente le résultat que nous avons obtenu avec 

l’anticorps SAF34 et son dérivé Fab SAF34. Une unique bande de 150kD a pu être mise 

en évidence pour l’anticorps entier SAF34 dans des conditions non réductrices (ligne 1), 

confirmant la pureté de l’anticorps monoclonal utilisé pour la production des Fab. 

Comme attendues, deux bandes de 50kD et 25kD ont été obtenues pour l’anticorps entier 

dans des conditions réductrices correspondant aux chaînes lourdes et légères 

respectivement (ligne 2). Concernant les fragments Fab, une bande caractéristique de 

45kD a pu être mise en évidence dans des conditions non réductrices (ligne 3) et de 25kD 

dans des conditions réductrices (ligne 4). Des résultats similaires ont été obtenus avec les 

4 autres anticorps montrant la pureté des cinq anticorps et de leur dérivé Fab. 
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Migration protéique sur un gel 10-15% (PhastGel™) et révélée par une coloration au bleu de Coomassie. 

Ligne M : marqueur de poids moléculaire LMW (Amersham) ; Ligne 1 : anticorps SAF34 purifié non 

réduit ; ligne 2 : anticorps SAF34 purifié réduit ; ligne 3 : Fab SAF34 purifié non réduit ; ligne 4 : Fab 

SAF34 purifié réduit. 

Figure 30 : Pureté des anticorps monoclonaux et de leur dérivé Fab : exemple du SAF34 

 

La quantité en Fab produit est déterminée par spectrométrie à 280nm. Les 

concentrations obtenues sont récapitulées dans Tableau 9. 

 

Fab Absorption à 280nm Concentration (µM) 

Fab Bar223 1,33 20 

Fab Bar233 0,52 7,9 

Fab Bar236 0,42 6,4 

Fab SAF34 0,57 8,6 

Fab Sha31 0,90 13 

Tableau 9 : Concentrations obtenues pour les cinq Fab étudiés. 
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III.1.1.2.2 Vérification de leur fonctionnalité 

III.1.1.2.2.1  Par un dosage immunométrique par compétiton 

 

Dans le but de vérifier la fonctionnalité des fragments Fab produits, nous avons 

évalué l’affinité apparente de chaque anticorps et de leur Fab correspondant pour la PrP 

murine et humaine par un dosage enzymo-immunométrique par compétition. Les 

anticorps ou les Fab sont immobilisés sur des plaques de microtitrage, ce qui nous permet 

de considérer chaque site de fixation de l’anticorps comme indépendant. Ainsi, leur 

affinité apparente est mesurée indépendamment du phénomène d’avidité. 

 

Protocole (Figure 31) : 

Un anticorps de capture anti-souris (Affinipure goat antibodies anti-mouse IgG, 

Jackson ImmunoResearch) à 10µg/ml en tampon phosphate 50mM est immobilisé sur la 

phase solide 96-puits (Immunoplate, Maxisorp, Nunc) par incubation une nuit à 

température ambiante. Les sites non spécifiques sont ensuite saturés en BSA (tampon 

EIA : 0,1M tampon phosphate pH 7,4 contenant 0.1% de BSA, 0,15M NaCl et 0,01% 

d’azide de sodium). Les plaques sont conservées à 4°C jusqu’à leur utilisation.  

100µl des différents anticorps ou Fab à 20nM en tampon EIA sont incubés 2 heures 

à température ambiante. On a utilisé comme témoins isotypiques des anticorps dirigés 

contre l’Il2 (IgG2a) ou la substance P (IgG1) produits au laboratoire. Après 3 lavages, 

100µl/puits de PrP murine ou humaine recombinante biotinylée à 10µg/ml en tampon 

EIA sont incubés une nuit à 4°C en présence ou non de PrP murine ou humaine non 

marquée à différentes concentrations (de 0,8nM à 500nM). Après 3 lavages, 100µl/puits 

de streptavidine couplé à l’acétylcholinestérase (AChE) à 1 unité/µl en tampon EIA sont 

ajoutés pendant 2 heures à température ambiante. Puis, après 6 lavages, en présence de 

200µl/puits de réactif d’Ellman contenant de l’acétylcholine et de l’acide dithio-bis-

nitrobenzoïde (DTNB oxydé) (Grassi et al., 1989), l’AChE liée à la phase solide 

hydrolyse l’acétylcholine en libérant un acide carboxylique et de la thiocholine. Cette 

thioline réduit le DTNB qui revêt alors une couleur jaune. L’intensité de la coloration 

jaune étant proportionnelle à la quantité d’AChE, la mesure de l’absorbance à 414nm à 
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30min permet d’évaluer directement la quantité de PrP murine ou humaine marquée liée 

aux anticorps ou Fab. 

 

 

Figure 31 : Dosage enzymo-immumétrique par compétition 

 

L’affinité apparente (ou KD) représente la concentration en PrP murine ou humaine 

non marquée pour laquelle on atteint 50% du B/B0. B et B0 constituent l’activité 

enzymatique en présence d’une concentration donnée ou en absence de compétiteur 

respectivement. La Figure 32 illustre les résultats obtenus pour le couple Bar236 vis à vis 

de la PrP murine.  
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Les résultats sont donnés en terme de (B/B0)x100 en fonction de la concentration en PrP murine non 

marquée (compétiteur). B et B0 représentent l’activité enzymatique pour l’anticorps entier Bar236 (carrés) 

ou le Fab Bar236 (triangles) en présence ou en absence de compétiteur respectivement. L’affinité apparente 

est définie comme étant (B/B0)50%. 

Figure 32 : Détermination de l’affinité apparente par un dosage immunométrique par 

compétition : exemple du couple Bar236 pour la PrP murine. 

 

D’après le Tableau 10, on observe que tous les couples anticorps entiers-Fab 

présentent un KD apparent similaire compris entre 1nM à 80nM pour la PrP murine et la 

PrP humaine. Il semblerait donc que conformation des paratopes de l’anticorps entier et 

de son Fab correspondant soit très similaire. Ainsi, ces résultats indiquent que la 

fonctionnalité du paratope des Fab est maintenue après digestion de l’anticorps par la 

papaïne.  

 

Bar223 Bar233 Bar236 SAF34 Sha31 
 

mAb Fab mAb Fab mAb Fab mAb Fab mAb Fab 

KD apparent pour la 

PrP murine (nM) 
60 40 60 25 80 50 1 0,8 60 30 

KD apparent pour la 

PrP humaine (nM) 
60 10 30 5 40 20 10 2 10 30 

Tableau 10 : Affinités apparentes des anticorps entiers et des Fab pour la PrP murine et la PrP 

humaine. 
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III.1.1.2.2.2  Par cytométrie en flux 

 

Nous avons également évalué la reconnaissance des anticorps entiers et des Fab pour 

la conformation native de la PrP murine et humaine exprimée à la surface des cellules par 

des techniques de cytométrie en flux. Dans ce but, nous avons utilisé, d’une part, des 

cellules de neuroblastomes murins surexprimant la PrP murine et, d’autre part, des 

cellules embryonnaires humaines surexprimant la PrP humaine. 

 

→Les lignées cellulaires utilisées 

 

a) Les cellules de neuroblastomes murins (N2a58) 
 

Les cellules N2a (ATCC CCL131), fournies par Sylvain Lehmann (CNRS, 

Montpellier), correspondent à un sous-clone du neuroblastome murin C1300 qui est 

apparu dans une tumeur spontanée de la moelle épinière d’une souris A/J en 1940 

(Augusti-Tocco and Sato, 1969). Les cellules utilisées dans cette étude, N2a58, ont été 

transfectées en stable par un plasmide codant le gène Prnp et le gène de résistance à la 

généticine (Lehmann and Harris, 1995).  

 

 

b) Les cellules embryonnaires humaines surexprimant la PrP humaine (HEK-hPrP) 
 

Nous avons transfecté en stable des cellules HEK293 (Human Embryonic Kidney) 

par un vecteur d’expression eucaryote codant la protéine prion humaine entière (p3-PrP1-

253). Le protocole de transfection est décrit dans l’article Padiolleau-Lefèvre et al., 2007. 

 

Les deux types cellulaires, N2a58 et HEK-hPrP, sont cultivés sur flasque Corning 

Costar, à 37˚C sous 5% de CO2, en milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium 

avec L’glutamine) contenant 10% de sérum de veau foetal décomplémenté et 1% de 

pénicilline/streptomycine (Invitrogen). Une fois par semaine, 600µg/ml de généticine 

sont ajoutés au milieu pour maintenir la pression de sélection et donc la surexpression de 

PrP. Les cellules sont repiquées tous les 3 à 4 jours. 
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→Les résultats obtenus 

 

Protocole : 

Des cellules N2a58 ou HEK-hPrP sont cultivées à confluence puis décollées au 

moyen d’une solution de dissociation sans trypsine (Sigma) 5min à 37˚C afin de ne pas 

dégrader la PrP en surface des cellules. Les cellules sont centrifugées à 1500rpm à 4˚C 

pendant 5 min. Après deux lavages en PBS, les cellules sont incubées 2h à 4˚C avec 

100µl de tampon PBS/0,1% BSA/20% de sérum normal de chèvre contenant les anticorps 

entiers ou les Fab à différentes concentrations (de 10nM à 1000nM). Nous avons utilisé 

comme témoins isotypiques des anticorps dirigés contre l’Il2 (IgG2a) ou la substance P 

(IgG1) produits au laboratoire. Après deux lavages en PBS/0,1% BSA/1% de sérum 

normal de chèvre, les cellules sont incubées 1h à  4˚C dans l’obscurité avec l’anticorps 

secondaire (Fluorescein-conjugated AffiniPure goat anti-mouse IgG, Jackson 

ImmunoResearch). Après deux lavages en PBS/0,1% BSA/1% de sérum normal de 

chèvre, elles sont reprises dans 500µl de Facs Flow (Becton Dickinson). La fluorescence 

de 10 000 cellules/tube est mesurée à l’aide du FACS-Calibur flow cytofluorometer 

(Becton Dickinson). L’iodure de propidium est utilisé pour détecter les cellules 

endommagées dont on ne tient pas compte pour l’analyse. 

 

D’après la Figure 33, les cinq anticorps et Fab étudiés sont capables de reconnaître 

les protéines prion murine et humaine dans leur conformation native exprimée à la 

surface des cellules. La spécificité de cette liaison a été vérifiée en mettant en 

compétition la fixation des anticorps ou Fab sur les cellules N2a surexprimant la 

PrPcmurine ou les cellules HEK surexprimant la PrPc humaine avec la protéine prion 

recombinante correspondante. Un exemple de cette compétition est reporté sur la Figure 

33A et la Figure 33B (courbe orange). D’après la Figure 33C et la Figure 33D, à 

l’exception de la reconnaissance des cellules N2a par le couple SAF34, tous les couples 

d’anticorps étudiés reconnaissent de façon similaire la PrPc murine ou humaine exprimée 

à la surface des cellules qu’ils soient dans un format bivalent ou monovalent. 

Ces expériences de cytométrie en flux permettent, d’une part, de vérifier la 

fonctionnalité des fragments Fab produits. D’autre part, elles sont une étape préliminaire 
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pour étudier l’effet thérapeutique des couples d’anticorps puisque la reconnaissance de la 

PrPc native semble être un prérequis. 

 
L’anticorps Bar236 (rose) et le Fab Bar236 (bleu) sont incubés à 50nM. La spécificité de la liaison est 

vérifiée par compétition (Fab Bar236 + PrPrec, orange) du Fab Bar236 (50nM) et de la protéine prion 

recombinante (200µg/ml). Le contrôle (Control, vert) représente une incubation des cellules avec un 

anticorps contrôle de même isotype. 

A- Résultat de cytométrie en flux obtenu pour les cellules N2a surexprimant la PrP murine. La spécificité 

de la liaison a été vérifiée en utilisant comme compétiteur la PrP murine recombinante (orange).. 

B- Pourcentage de cellules N2a fluorescentes après incubation des différents couples d’anticorps. Tous les 

anticorps et Fab sont incubés à 50nM. 

C- Pourcentage de cellules HEK fluorescentes après incubation des différents couples d’anticorps. Tous les 

anticorps et Fab sont incubés à 50nM. 

Figure 33 : Reconnaissance des PrPc murine et humaine natives par les anticorps entiers et 

leur dérivé Fab. 
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III.1.1.3 Etude de l’effet curatif des fragments Fab sur un modèle cellulaire de 

maladies à prions 

 

Dans le but d’étudier l’intérêt de dérivés d’anticorps monovalents pour une 

application thérapeutique, nous avons comparé l’efficacité des anticorps entiers et de leur 

dérivé Fab concernant l’accumulation de PrPsc dans des cellules N2a chroniquement 

infectées. 

III.1.1.3.1 Le principe du dosage de la PrPsc dans des cellules chroniquement infectées 

 

Le dosage de PrPsc utilisé dans cette étude a été mis au point dans notre laboratoire. 

 

→La lignée cellulaire utilisée 

 

Le sous-clone, N2a58, décrit précédemment, a été infecté de façon chronique et 

stable par la souche de tremblante murinisée 22L (Nishida et al., 2000). Ces cellules 

N2a22L sont parmi les cellules les plus utilisées à ce jour en tant que modèles des ESST 

car bien caractérisées. Toutefois, elles présentent un certain nombre d’inconvénients : 

cellules peu différenciées, infectables uniquement par des souches de prions 

expérimentalement adaptées aux rongeurs et facilement curables. 

 

→Les étapes du dosage  

 

Protocole (Figure 34) : 

Les cellules infectées, N2a22L, sont cultivées jusqu’à confluence (3 jours) en 

présence de différentes concentrations en anticorps entiers ou Fab (de 0,01nM à 

1000nM) dans un milieu complet DMEM dont le sérum de veau foetal a été déplété en 

PrP. On a utilisé comme témoins isotypiques des anticorps dirigés contre l’Il2 (IgG2a) 

ou la substance P (IgG1) produits au laboratoire. Les cellules non infectées, N2a58, sont 

cultivées en parallèle. Aucun effet toxique des anticorps sur les cellules n’a pu être 

observé. Après un lavage en PBS, les cellules sont ensuite grattées et recupérées. Les 

cellules sont lysées en tampon Triton-DOC (150mM NaCl, 50mM Tris-HCl, 0,5% Triton 

X-100, 0,5% sodium deoxycholate, pH 7,5). La concentration en protéine totale des 
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extraits cellulaires est déterminée par un dosage colorimétrique BCA (bicinchoninic acid 

assay, Pierce). 

Le dosage de la PrPsc, réalisé ensuite, découle d’une méthode de purification 

développée au CEA (JP Deslys, brevet CEA) et maintenant commercialisé par la société 

Bio-Rad (kit de purification TeSeE, Bio-Rad). Brièvement, 40µg de protéines totales 

sont repris dans 200µl final de PBS et incubés avec 200µl de tampon A contenant 10µg 

de protéinase K/mg de protéines totales pendant 15min à 37°C. Puis, 200µl de tampon B 

sont ajoutés pour précipiter la PrPsc. Après centrifugation (10min, 20 000g, 4°C), le 

culot est repris dans 25µl d’urée 4M pendant 10min à 100°C. Après incubation, la 

PrPres dénaturée est reprise dans 400µl de tampon EIA. 

La PrPres dénaturée est alors mesurée au moyen du dosage immunométrique 

suivant : l’anticorps monoclonal anti-PrP purifié, 11C6, (10µg/ml, tampon phosphate 

50nM pH 7,4) est immobilisé une nuit sur des plaques de microtitrage 96-puits 

(Immunoplate, Maxisorp, Nunc). Les plaques sont saturées en tampon EIA puis stockées 

à 4°C jusqu’à leur utilisation. 100µl des différents échantillons sont incubés 2h à 

température ambiante. Après 3 lavages, 100µl/puits d’un anticorps monoclonal anti-PrP 

purifié, SAF83, couplé à l’AChE (4unités/ml) sont incubés une nuit à 4°C. Après 6 

lavages, l’activité de l’AChE est mesurée par la méthode colorimétrique d’Ellman, 

comme décrit précédemment (Grassi et al., 1989). 
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Figure 34 : Dosage de la PrPsc dans des cellules N2a 

 



RESULTATS : Immunothérapie passive 

 94 

III.1.1.3.2 Les résultats obtenus 

 

Les cellules infectées traitées avec des anticorps témoins témoins ne présentent pas 

de réduction de leur niveau en PrPsc quelle que soit la concentration utilisée. On observe 

que les cinq anticorps entiers étudiés ainsi que leur dérivé Fab sont efficaces pour réduire 

de façon dose dépendante le contenu en PrPsc des cellules infectées (Figure 35). Nous 

avons déterminé les IC50  pour chaque condition qui correspondent à la concentration en 

anticorps ou Fab qui réduisent de moitié de contenu en PrPsc. Ces valeurs sont reportées 

dans le Tableau 11. Les IC50 obtenues pour les anticorps entiers sont compris entre de 

0,7nM et 80nM et sont en accord avec les résultats obtenus par Féraudet et al. (Féraudet 

et al., 2005). Concernant les Fab, les IC50 sont compris entre 0,1nM et 400nM selon le 

Fab étudié. Comme le montrent la Figure 35A et la Figure 35F, deux Fab (Fab Bar223 et 

Fab Bar233) présentent une meilleure capacité d’inhibition de la réplication de la PrPsc 

que leur anticorps entier correspondant, ce qui est montrée par une IC50 10 fois plus 

faible. Par ailleurs, le couple Sha31 montre une même capacité d’inhibition (Figure 35D). 

Cependant, deux Fab, Fab Bar236 et surtout Fab SAF34, sont moins efficaces que leur 

anticorps entier correspondant pour inhiber la réplication de la PrPsc. Alors que le rapport 

IC50Fab/ IC50mAb est de 10 pour le couple Bar236, il est de 200 pour le couple SAF34. 

Ainsi, ces résultats montrent que 4 des 5 Fab étudiés présentent toujours des effets 

thérapeutiques ex vivo intéressants par comparaison avec les anticorps entiers. 

Nous avons également étudié une éventuelle synergie d’action des couples 

présentant, d’une part, les effets curatifs ex vivo les plus intéressants et, d’autre part, des 

épitopes éloignés sur la PrPc : soient Sha31-Bar236 et Bar233-Bar236. Cependant, que 

soit après incubation avec les couples d’anticorps entiers ou de Fab, nous n’avons pas pu 

mettre en évidence un effet additif de ces molécules sur l’inhibition de la réplication de la 

PrPsc. 
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Les cellules N2a22L infectées sont incubées avec différentes concentrations (de 0,01nM à 1000nM) 

d’anticorps (carrés) ou de Fab (triangles) pendant 3 jours. A confluence, les cellules sont lysées et la PrPsc 

dosée comme décrit précédemment. Les résultats sont donnés en pourcentage de PrPsc où 100% représente 

le contenu en PrPsc de cellules infectées non traitées et 0% le contenu en PrPsc de cellules non infectées. 

Les résultats donnés sont la moyenne de deux expériences indépendantes. 

Figure 35 : Effet dose des couples d’anticorps anti-PrP sur l’accumulation de la PrPsc dans les 

cellules N2a22L 

Bar223 Bar233 Bar236 SAF34 Sha31 
 

mAb Fab mAb Fab mAb Fab mAb Fab mAb Fab 

Dosage PrPsc 

IC50 (nM) 
80 19 1 0,1 0,1 1 2 440 0,7 1 

Tableau 11 : Effet curatif ex vivo des anticorps entiers et des Fab 
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III.1.1.4 Discussion 

 

Dans cette étude, nous avons comparé l’effet curatif ex vivo de cinq anticorps 

monoclonaux et de leur dérivé Fab, tous produits dans notre laboratoire sur un modèle de 

cellules murines infectées. L’objectif de ces travaux est d’évaluer le potentiel 

thérapeutique des fragments monovalents Fab versus anticorps entier en vue leur 

utilisation en immunothérapie passive sous forme d’anticorps recombinants. 

Nos résultats indiquent qu’un effet curatif intéressant peut-être obtenu par utilisation 

aussi bien d’anticorps que de Fab anti-PrPc, confirmant qu’il est efficace de cibler la PrPc 

pour inhiber la réplication de la PrPsc (Peretz et al., 2001 ; Kim et al., 2004 ; Perrier et 

al., 2004). Le mécanisme d’inhibition semble être épitope-indépendant puisque les 

anticorps et Fab utilisés dans cette étude sont tous capables d’inhiber la réplication de la 

PrPsc et reconnaissent des épitopes différents et distants de la PrPc (Figure 29). Ces 

résultats suggèrent un mécanisme d’action commun de ces molécules nécessitant, entre 

autre, la reconnaissance de la PrPc native exprimée à la surface des cellules pour exercer 

un effet thérapeutique (Polymenidou et al., 2004 ; Nikles et al., 2005). Toutefois, nos 

résultats montrent que, s’il s’agit d’une condition nécessaire comme le montre le Fab 

SAF34, cela ne semble pas être une condition suffisante. Ainsi, pour le couple Bar223, 

l’anticorps entier présente une meilleure reconnaissance de la PrPc murine native que son 

dérivé Fab (Figure 33). Cependant, le Fab Bar223 inhibe plus efficacement la réplication 

de la PrPsc que l’anticorps entier Bar223 (Figure 35). Une telle observation a déjà été 

faite dans notre laboratoire avec l’étude de l’anticorps monoclonal anti-PrPc, Bar224, 

capable de reconnaître la PrPc native exprimée à la surface des cellules mais n’exerçant 

aucun effet sur la réplication de la PrPsc, utilisant le même modèle cellulaire. De plus 

amples études sont nécessaires pour comprendre plus en détail leurs mécanismes 

d’action. 

Ces travaux mettent en avant l’intérêt de l’utilisation de dérivés monovalents 

d’anticorps en immunothérapie passive contre les maladies à prions. En effet, tous les 

Fab étudiés sont capables d’inhiber la réplication de la PrPsc dans les conditions 

expérimentales utilisées. En comparaison avec les travaux menés par Peretz et al., 3 des 5 

Fab analysés dans notre étude (Fab Bar233, Fab Bar236 et Fab Sha31) présentent des 

effets curatifs meilleurs que leur Fab de référence, D18, montré par des IC50 10 à 100 fois 
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inférieur (Peretz et al., 2001). Plus précisément, ces travaux mettent en avant l’intérêt de 

l’anticorps Bar233 et plus particulièrement de son utilisation dans un format monovalent 

tel qu’un Fab ou un ScFv recombinants comme candidat à une étude in vivo. En effet, le 

Fab Bar233 présente un effet curatif sur notre modèle cellulaire similaire à l’anticorps 

entier Bar236 (IC50 de 0,1nM). Or, de façon intéressante, une étude menée récemment 

par Solforosi et al. a montré que le pontage de la PrPc in vivo par des anticorps 

monoclonaux injectés par voie intra-cérébrale augmentait l’apoptose des neurones 

contrairement à l’utilisation de Fab (Solforosi et al., 2004). Ainsi, l’utilisation de 

fragments monovalents en immunothérapie passive contre les maladies à prions présente 

de nombreux avantages : une plus faible immunogénicité et une meilleure biodistribution 

qui devrait leur permettre une meilleure pénétration des agrégats de type β-amyloïde.  

Cette étude est donc une étape préliminaire intéressante pour la sélection des 

anticorps présentant un potentiel intérêt thérapeutique avant d’entreprendre les lourds 

processus de clonage. De plus, elle permet d’étudier leur potentialité thérapeutique quand 

ils sont utilisés sous un format monovalent et donc donne une indication concernant leur 

format d’utilisation sous forme d’anticorps recombinants.  

Toutefois, il est à noter que cette étude ex vivo ne permet pas d’analyser l’importance 

de la partie Fc dans le mécanisme d’action de ces anticorps ainsi que l’effet d’une 

clearance différentielle des différents formats d’anticorps sur l’activité thérapeutique in 

vivo. Il s’agit donc d’une étude préliminaire nécessitant par la suite une optimisation de 

leur utilisation in vivo (Siberil et al., 2006 ; Presta et al., 2006). 
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III.1.2 Obtention d’anticorps anti-PrPc humaine à visée thérapeutique 

par immunisation génique chez des souris de type sauvage 

 

Comme nous l’avons exposé dans la première partie de l’introduction 

bibliographique, les maladies à prions sont des maladies neurodégénératives dont 

l’évolution est toujours mortelle. Actuellement, aucun traitement thérapeutique ou 

prophylactique efficace n’a pu être développé contre ces maladies. Cependant, au cours 

de ces dix dernières années, de nombreux travaux ont montré que des anticorps dirigés 

contre la PrPc pouvaient être efficaces pour prévenir voire soigner les maladies à prions 

(Enari et al., 2001; Peretz  et al., 2001 ; White et al., 2003 ; Rosset et al., 2004 ; 

Sirgurdsson et al., 2003). Comme nous l’avons montré dans la première partie de ce 

travail, des anticorps dirigés contre la PrPc murine native exprimée à la surface des 

cellules sont capables d’inhiber la réplication de la PrPsc dans un modèle murin de 

cellules infectées. Or, il est important de noter que les anticorps actuellement étudiés en 

immunothérapie passive ont tous été obtenus après immunisation de souris invalidées 

pour le gène Prnp (voir pour revue : Bade and Frey, 2007). Cette approche lourde qui 

nécessite l’établissement d’une lignée de souris invalidées pour le gène Prnp est imposée 

par la tolérance immunitaire à la PrPc endogène qui rend difficile la production 

d’anticorps d’intérêt chez des souris de type sauvage. De plus, il a été observé une 

différence de spécificité fine entre les anticorps anti-PrPc obtenus chez des souris de type 

sauvage et ceux obtenus chez des souris invalidées pour le gène Prnp (Heppner and 

Aguzzi, 2004 ; Polymenidou et al., 2004). En effet, en utilisant le même protocole 

d’immunisation, ces auteurs ont montré que les souris de type sauvage produisent 

exclusivement des anticorps dirigés contre des épitopes linéaires la PrPc recombinante 

immobilisée sur une plaque de microtitrage alors que des souris invalidées pour le gène 

Prnp produisent essentiellement des anticorps dirigés contre la conformation native de la 

PrPc exprimée à la surface des cellules. Cette différence de spécificité peut s’expliquer 

par la tolérance à la PrPc chez les souris de type sauvage. Cependant, l’hypothèse que 

nous posons est que, dans certaines conditions expérimentales, la rupture de la tolérance 

chez des souris de type sauvage permette également l’obtention d’anticorps dirigés 

contre une conformation native de la PrPc et possédant, en plus, une spécificité fine 
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différente de celle des anticorps obtenus classiquement chez des souris invalidées pour le 

gène Prnp. Ainsi, l’objectif de cette étude est d’essayer de produire de nouveaux 

anticorps à visée thérapeutique dirigés contre la conformation native de la PrPc humaine 

chez des souris de type sauvage. Nous avons choisi donc l’immunisation génique, une 

technique connue pour favoriser la production d’anticorps dirigés contre la conformation 

native de la protéine d’intérêt par l’injection de son ADN complémentaire. 

Cette étude s’articule en trois volets. Dans un premier temps, nous avons cloné la 

protéine prion humaine puis construit les vecteurs d’expression eucaryotes nécessaires à 

l’immunisation génique. Dans un second temps, nous avons comparé différents 

protocoles d’immunisation génique : ADN nu, électrotransfert in vivo et différentes 

formulations d’ADN (lipides cationiques et block copolymers) en terme de niveau 

d’expression protéique in vivo. Puis, nous avons étudié la réponse humorale spécifique 

induite par ces différents protocoles d’immunisation génique et nous l’avons comparé à 

celle induite par différents protocoles d’immunisation protéique. 

L’intérêt de cette étude est donc double. D’une part, il pourrait permettre de 

développer à terme de nouveaux outils en immunothérapie passive des maladies à prions 

chez l’homme. D’autre part, il devrait permettre de développer une méthode générale de 

production d’anticorps dirigés contre une conformation native de protéines humaines 

faiblement immunogènes chez des souris de type sauvage. Ce travail fait l’objet d’une 

publication sous forme d’un article en cours de rédaction. 

 

III.1.2.1 Description des constructions plasmidiques utilisées 

 

Pour les immunisations géniques, nous avons utilisé le plasmide pcDNA3.1(+) 

(Invitrogen) comme vecteur d’expression eucaryote. En effet, celui-ci contient tous les 

éléments essentiels pour l’immunisation génique (Figure 36) : 

 -Un site de sous-clonage multiple dans lequel est inséré l’ADNc d’intérêt. 

 -Un promoteur CMV (« human cytomegalovirus immediate-early enhancer »), 

promoteur viral situé en amont du site d’insertion de l’ADNc d’intérêt et permettant sa 

forte expression transitoire dans un grand nombre de cellules eucaryotes. 
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 -Un gène codant la β-lactamase conférant aux bactéries transformées une 

résistance à l’ampicilline. Celui-ci permet la sélection des clones transformés durant 

l’étape d’amplification bactérienne. D’autre part, sa séquence riche en CpG joue un rôle 

dans la stimulation de la réponse immunitaire. 

 -Un signal de polyadénylation (BGH pA) de l’hormone de croissance bovine 

assurant la terminaison transcriptionnelle  appropriée de l’ARNm d’intérêt. 

Vecteur d’expression
eucaryote

Gène de résistance 
à l’ampicilline

Séquence d’origine
de réplication

Promoteur du
cytomégalovirus

Site de clonage

Signal de polyadénylation
de l’hormone de croissance bovine

 

Figure 36 : Schéma d’un vecteur d’expression eucaryote illustrant ses principales 

caractéristiques. 

 

III.1.2.1.1 Caractéristiques de la séquence de la protéine prion utilisée et constructions 

plasmidiques 

 

La protéine prion humaine entière (PrP1-253) a été clonée par PCR (« Polymerase 

Chain Reaction ») au laboratoire, à partir d’ADN génomique provenant de PMBC 

(« Peripheral Blood Mononuclear Cells ») (Padiolleau-Lefèvre et al., 2007). Après 

vérification de la séquence amplifiée, la PrP1-253 a été sous-clonée dans le vecteur 

pcDNA3.1 (p3-PrP1-253). 

Pour favoriser, d’une part, la rencontre entre l’antigène et les lymphocytes B 

circulants et, d’autre part, la présentation, après endocytose, des peptides antigéniques 

par le CMHII présent à la surface des CPAs et ainsi stimuler une réponse immunitaire 

spécifique humorale, notre stratégie est d’utiliser comme immunogène la protéine prion 
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humaine (PrP1-229) dépourvue de son ancre GPI (Figure 37) ainsi la PrPc sera libérée 

dans le milieu extracellulaire. Nous avons inséré la séquence codant pour la PrP1-229 

dans le vecteur pcDNA3.1 selon le protocole suivant : 

 

Protocole (Figure 37) : 

-Clonage de la PrP1-229 à partir du vecteur p3-PrP1-253. Le couple d’amorce 

utilisé pour l’amplification PCR présente les séquences suivantes 1) Primer for : 5’-

GTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTGCTCGGATCCCG-3’ et 2) Primer PrP229 : 5’-

GCCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCCACTGTGTCATCATCCTCTCTGGTAATAGGCCTGAGATTCC-3’. Les conditions 

suivantes ont été utilisées pour un volume réactionnel de 50µl : 1µl de p3-PrP1-253 à 

1,5ng/µl, 5µl de tampon 10X Accutaq, 2,5µl dNTP à 10mM, 0,5µl de chaque amorce à 

100pmol/µl et 0,5µl d’Accutaq 5u/µl (Sigma). Deux concentrations en MgCl2 ont été 

testées : 2,5mM et 4,5mM. Les paramètres du cycle de PCR sont :  

 

 

Les produits de chaque condition d’amplification PCR sont visualisés sur gel 

d’agarose 1%. Le produit d’une des conditions (MgCl2 2,5mM, température 

d’hybridation 68˚C) est purifié sur système Ultra-Free DA (Millipore) puis par 

extraction phénol/chloroforme et précipité au NaCl 0,4M une nuit à -20˚C. 

-Insertion du produit d’amplification PCR dans le vecteur pcDNA3.1. Le produit 

PCR purifié ainsi que le vecteur pcDNA3.1 sont digérés par HindIII et XbaI (Biolabs, 

New England) 5h à 37˚C. Le vecteur pcDNA3.1 linéarisé et ensuite déphosphorylé à ses 

extrémités 5’ (CIP, ...). Le produit PCR digéré y est inséré en présence de 1µl de T4 

ligase 400unités/µl (Biolabs) 1h à 20˚C. Le produit de ligation est précipité au NaCl 

0,4M une nuit à -20˚C puis repris dans 10µl d’H2O. Des bactéries DH5α 

électrocompétentes sont transformées par 2µl du produit de ligation et sont étalées sur 

milieu sélectif contenant de l’ampicilline (pour laquelle le plasmide pcDNA3.1 posséde 

le gène de résistance). 
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-Criblage des plasmides contenant la PrP1-229. Les clones sont cultivés 6h en 

milieu liquide LB (Luria Broth, Sigma) sélectif et directement criblés par PCR. Le couple 

d’amorce utilisé pour l’amplification PCR présente les séquences suivantes 1) Primer 

for : 5’-GTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTGCTCGGATCCCG-3’ et 2) Primer PrP229 

cribl :5’GCGGGTTTAAACGGGCCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCCACTGTGTCATCA-3’. Les conditions suivantes 

ont été utilisées pour un volume réactionnel de 50µl : 5µl de culture bactérienne, 5µl de 

tampon 10X Redtaq, 2,5µl dNTP à 10mM, 4µl  de MgCl2, 0,5µl de chaque amorce à 

100pmol/µl et 2,5µl de RedTaq 1u/µl (Sigma). Les paramètres du cycle de PCR sont : 

 

 

 

Les produits PCR sont ensuite visualisés surun  gel d’agarose 2%. L’ADN 

plasmidique des clones positifs est purifié avec le kit MiniPrep (BioRad) puis séquencé. 
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La séquence du haut représente la séquence entière de la protéine prion humaine (PrP1-253). La séquence 

du bas représente la séquence de la protéine prion humaine sans son ancre GPI (PrP1-229). La séquence 

signal permettant la sécrétion de la protéine est représentée en vert. L’ancre GPI permettant l’ancrage de la 

protéine à la membrane plasmique est représentée en bleu foncé. La séquence hybridante des primers est 

représentée par une flèche bleu clair et la non hybridante en rose. 

Figure 37 : Construction du vecteur p3-PrP1-229. 
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Par visualisation des produits PCR sur gel d’agarose, nous avons obtenu de 

nombreux clones positifs. Les ADN plasmidiques de deux d’entre eux ont été purifiés et 

envoyés au séquençage (p3-PrP1-229 clone D3 et p3-PrP1-229 clone D5). Aucune 

mutation nucléotidique, même silencieuse, n’a été mise en évidence (annexe 2). Ces 

deux constructions vont donc être testées pour leur fonctionnalité ex vivo.  

Une des difficultés de ce modèle d’étude est que la protéine d’intérêt est faiblement 

immunogène car présentant 90% d’homologie de séquence avec une protéine ubiquiste. 

Pour pallier ce problème, notre équipe a développé, ces dernières années, une stratégie 

qui consiste à fusionner la séquence d’une protéine faiblement immunogène à celle d’un 

épitope T « universel » (Tymciu et al, 2004). La séquence codant cet épitope T fusionnée 

avec celle de l’ADNc d’intérêt joue un rôle équivalent à une protéine porteuse (comme la 

BSA ou la KLH) lors d’une immunisation protéique (Figure 38). Une étude menée par 

Kumar et al. a montré que le fragment 829-844 de la toxine tétanique (de séquence 

IQYIKANSKFIGITEL) est capable de stimuler la réponse immunitaire, lors d’une 

immunisation peptidique, chez plusieurs souches de souris (Kumar et al., 1992). En effet, 

ce fragment est présenté par le CMHII d’une grande variété d’haplotypes de souris (H-2s, 

H-2d, H-2b) : il s’agit donc d’un épitope T dit « universel » car capable de stimuler la 

réponse immunitaire indépendamment de la restriction génique des CPA. De plus, ce 

fragment n’engendre pas d’effet secondaire et de réponse immunitaire spécifique 

lorsqu’il est couplé à la protéine d’intérêt.  



RESULTATS : Immunothérapie passive 

 105 

 

 
1 :Antigène (Ag) composé d’épitopes B (rose) et d’épitope T (vert). Reconnaissance de l’Ag par les Ig 

présents à la surface du LB. 2 :internalisation et fragmentation de l’Ag reconnu. 3-4 : présentation des 

épitopes T au LT CD4+ via le CMHII (ou HLAII). 5 : Activation du LT CD4+ entraînant la sécrétion 

d’interleukines. 6 :Activation paracrine des LB par les interleukines. 7 : Différenciation des LB en 

plasmocytes et sécrétion d’anticorps circulants spécifiques de l’Ag. 

Figure 38 : Coopération lymphocytes T et lymphocytes B. 

 

Nous avons donc inséré la séquence codant la toxine tétanique 829-844 dans le 

vecteur p3-PrP1-229 par double amplification PCR selon le protocole suivant : 

 

Protocole (Figure 39) : 

-Première amplification PCR. Le couple d’amorce utilisé pour l’amplification PCR 

présente les séquences suivantes 1) Primer for : 5’-

GTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTGCTCGGATCCCG-3’ et 2) Primer TT2 : 5’-

GGTGATACCGATGAATTTGGAGTTAGCCTTGATGTACTGGATTCCTCTCTGGTAATAGGCC-3’. Les conditions 

suivantes ont été utilisées pour un volume réactionnel de 50µl : 1µl de p3-PrP1-253 à 

1,5ng/µl, 5µl de tampon 10X DyNAzyme EXT, 1µl dNTP à 10mM, 0,5µl de chaque 

amorce à 100pmol/µl et 2,5µl de DyNAzyme EXT 1u/µl (Sigma). Deux concentrations en 

MgCl2 ont été testées : 2,5mM et 4,5mM. Les paramètres du cycle de PCR sont : 
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Les produits de chaque condition d’amplification PCR sont visualisés sur gel 

d’agarose 1%. Le produit d’une des conditions (MgCl2 2,5mM, température 

d’hybridation 72˚C) est utilisé comme matrice pour la deuxième PCR. 

-Deuxième amplification PCR. Le couple d’amorce utilisé pour l’amplification 

PCR présente les séquences suivantes 1) Primer for : 5’-

GTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTGCTCGGATCCCG-3’ et 2) Primer TT1 : 5’-

CGGGCCCTCTAGACTCGAGCGTCACAGTTCGGTGATACCGATGAATTTGG-3’. Les conditions de PCR utilisées 

sont les mêmes que pour la première PCR. Les produits de chaque condition 

d’amplification PCR sont visualisés sur gel d’agarose 1%. Le produit d’une des 

conditions (MgCl2 2,5mM, température d’hybridation 68˚C) est purifié sur système 

Ultra-Free DA (Millipore) puis par extraction phénol/chloroforme et précipité au NaCl 

0,4M une nuit à -20˚C. 

-Insertion du produit d’amplification PCR dans le vecteur pcDNA3.1. Le produit 

PCR purifié ainsi que le vecteur pcDNA3.1 sont digérés par HindIII et XbaI (Biolabs, 

New England) 5h à 37˚C. Le vecteur pcDNA3.1 linéarisé est ensuite déphosphorylé à ses 

extrémités 5’ (CIP, ...). Le produit PCR digéré y est inséré en présence de 1µl de T4 

ligase 400unités/µl (Biolabs) 1h à 20˚C. Le produit de ligation est précipité au NaCl 

0,4M une nuit à -20˚C puis repris dans 10µl d’H2O. Des bactéries DH5α 

électrocompétentes sont transformées par 2µl du produit de ligation et sont étalées sur 

milieu sélectif contenant de l’ampicilline (pour laquelle le plasmide pcDNA3.1 posséde 

le gène de résistance). 

-Criblage des plasmides contenant la PrP1-229-TT. Les clones sont cultivés 6h en 

milieu liquide LB (Luria Broth, Sigma) sélectif et directement criblés par PCR. Le couple 

d’amorce utilisé pour l’amplification PCR présente les séquences suivantes 1) Primer 

for : 5’-GTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTGCTCGGATCCCG-3’ et 2) Primer TT1 : 5’-

CGGGCCCTCTAGACTCGAGCGTCACAGTTCGGTGATACCGATGAATTTGG-3’. Les conditions suivantes ont été 



RESULTATS : Immunothérapie passive 

 107 

utilisées pour un volume réactionnel de 50µl : 5µl de culture bactérienne, 5µl de tampon 

10X Redtaq, 2,5µl dNTP à 10mM, 4µl  de MgCl2, 0,5µl de chaque amorce à 100pmol/µl 

et 2,5µl de RedTaq 1u/µl (Sigma). Les paramètres du cycle de PCR sont les mêmes que 

ceux utilisés pour le criblage de la construction p3-PrP1-229. Les produits PCR sont 

ensuite visualisés sur un gel d’agarose 2%. L’ADN plasmidique des clones positifs est 

purifié avec le kit MiniPrep (BioRad) puis séquencé. 

 

Par visualisation des produits PCR sur gel d’agarose, nous avons obtenu de 

nombreux clones positifs. L’ADN plasmidique de deux d’entre eux a été purifié et 

envoyé au séquençage (p3-PrP1-229-TT clone C4 et p3-PrP1-229-TT clone D5). La 

construction p3-PrP1-229-TT clone C4 présente une délétion d’un acide aminé alors que 

la construction p3-PrP1-229-TT clone D5 ne présente aucune mutation protéique (annexe 

2). Toutefois, deux mutations nucléotidiques silencieuses ont été observées pour la 

construction p3-PrP1-229-TT clone D5. Ces deux constructions vont être testées pour 

leur fonctionnalité ex vivo. 
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Figure 39 : Construction du vecteur p3-PrP1-229-TT 
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III.1.2.1.2 Fonctionnalité des constructions plasmidiques ex vivo 

 

Afin de sélectionner les constructions à utiliser pour l’immunisation génique, nous 

avons vérifié la fonctionnalité ex vivo des deux constructions p3-PrP1-229 (clone D3 et 

clone D5) ainsi que celles p3-PrP1-229-TT (clone C4 et clone D5). Pour cela, nous avons 

testé l’expression de la protéine prion humaine dans le surnageant de culture et le culot 

cellulaire par un dosage immunométrique et par immuno-transfert trois jours après 

transfection transitoire de cellules COS par les différentes constructions.  

III.1.2.1.2.1 Dosage immunométrique 

 

Pour doser spécifiquement la protéine prion humaine, nous avons utilisé comme 

anticorps de révélation l’anticorps monoclonal Pri308 couplé à l’AChE. Cet anticorps a 

été obtenu par immunisation du peptide synthétique 106-126 de la protéine prion 

humaine chez des souris invalidées pour le gène Prnp. 

 

Protocole (Figure 40 ): 

Trois jours après la transfection de cellules COS par les différentes constructions, 

les surnageants de culture sont prélevés. Après un lavage en PBS, les cellules sont 

ensuite récupérées et comptées. Elles sont ensuite lysées en tampon Triton-DOC (150mM 

NaCl, 50mM Tris-HCl, 0,5% Triton X-100, 0,5% sodium deoxycholate, pH 7,5). La 

concentration en protéine totale du surnageant de culture et des extraits cellulaires est 

déterminée par un dosage colorimétrique BCA (bicinchoninic acid assay, Pierce). La 

protéine prion humaine est ensuite dosée par le dosage immunométrique suivant : 

l’anticorps monoclonal SAF34, produit au laboratoire, à 10µg/ml en tampon phosphate 

50mM, est immobilisé sur la phase solide 96-puits (Immunoplate, Maxisorp, Nunc) par 

incubation une nuit à température ambiante, puis les sites non spécifiques sont saturés 

en BSA (tampon EIA : 0,1M tampon phosphate pH 7,4 contenant 0.1% de BSA, 0,15M 

NaCl et 0,01% d’azide de sodium). Les plaques sont conservées à 4°C jusqu’à leur 

utilisation. 100µl des différents surnageants de culture et culots cellulaires (à 100ng/µl 

et 50ng/µl) en tampon EIA sont incubés une nuit à  4°C. Après 3 lavages, 100µl/puits de 
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Pri308 couplé à l’acétylcholinestérase (AChE) à 5 unit/µl en tampon EIA sont incubés 

pendant 2 heures à température ambiante. Après 6 lavages, l’activité de l’AChE est 

mesurée par la méthode colorimétrique d’Ellman, comme décrit précédemment (Grassi 

et al., 1989). La mesure de l’absorbance à 414nm à 15min permet d’évaluer directement 

la quantité de PrP humaine présente dans les différents échantillons testés. Les résultats 

sont donnés en DO/106 cellules. 

 

 

 

Figure 40 : Dosage immunométrique de la protéine prion humaine 
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Comme le montre la Figure 41, aucun signal n’est détecté dans les différentes 

fractions de cellules COS non transfectées (NT) ou transfectées avec le vecteur vide 

(pcDNA3.1). On observe un signal dans les deux fractions (surnageant de culture et culot 

cellulaire) des cellules transfectées par les 4 vecteurs étudiés. Quelle que soit la 

construction, un signal de forte amplitude est observé dans le surnageant de culture, 

laissant supposer que les protéines d’intérêt sont bien sécrétées par les cellules COS. 

Nous pouvons mettre en évidence que les constructions p3-PrP1-229 clone D5 et p3-

PrP1-229-TT clone D5 permettent une meilleure expression de la protéine prion 

humaine. Cependant, l’ajout de l’épitope T semble diminuer la synthèse de la protéine 

d’intérêt de l’ordre de 50%.  

 

Expression protéique des constructions plasmidiques par des cellules COS
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Le signal obtenu pour chaque fraction (surnageant de culture et culot cellulaire) est rapporté à la quantité en protéines 

totales et au nombre de cellules. 

Figure 41 : Détection de l’expression de la protéine prion humaine après transfection 

transitoire de cellules COS par dosage immunométrique. 
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III.1.2.1.2.2  Immuno-transfert 

 

Protocole (Figure 42 ): 

Trois jours après la transfection de cellules COS par les différentes constructions, 

les cellules sont récupérées et comptées. Elles sont ensuite lysées en tampon Triton-DOC 

(150mM NaCl, 50mM Tris-HCl, 0,5% Triton X-100, 0,5% sodium deoxycholate, pH 7,5). 

La concentration en protéine totale des extraits cellulaires est déterminée par un dosage 

colorimétrique BCA (bicinchoninic acid assay, Pierce). La protéine prion humaine est 

ensuite mise en évidence par immuno-transfert selon le protocole suivant : 10µg de 

protéines totales du culot cellulaire sont séparés selon leur poids moléculaire apparent. 

Après migration électrophorétique en condition SDS-PAGE (polyacrylamide gel 

electrophoresis sodium dodecyl sulfate, 2h sous 150V) et transfert sur membrane de 

nitrocellulose (1h sous 110V), cette-dernière est saturée (30min en PBS-1% tween 20-

5% BSA). Après lavage, la membrane est incubée avec l’anticorps SAF60 à 0.1µg/ml 

pendant 30min à température ambiante puis avec l’anticorps secondaire anti-IgG couplé 

à la peroxydase pendant 20min à température ambiante. L’activité de la peroxydase est 

détectée par chimioluminescence (Pierce). 

 

 

Figure 42 : Mise en évidence de la protéine prion humaine par immuno-transfert 
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Comme le montre la Figure 43, aucun signal n’est détecté dans les culots de cellules 

COS non transfectées (NT) ou transfectées avec le vecteur vide (pcDNA3.1). On observe 

une bande au poids moléculaire attendu pour les 4 constructions soit respectivement 

24kD pour les deux constructions p3-PrP1-229 et 26kD pour les deux constructions p3-

PrP1-229-TT. Toutefois, on peut remarquer que l’intensité du signal est plus forte pour 

les constructions p3-PrP1-229 clone D5 et p3-PrP1-229-TT clone D5. Ainsi, en accord 

avec les résultats obtenus par dosage immunométrique, ces deux constructions semblent 

les mieux exprimées.  

 

 

Figure 43 : Détection de la protéine prion humaine par immuno-transfert. 

 

En vue des immunisations géniques, les deux constructions p3-PrP1-229 clone D5 et 

p3-PrP1-229-TT clone D5 ont été sélectionnées et purifiées en grande quantité en 

utilisant le kit Giga-Prep endotoxine free (Qiagen). 
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III.1.2.2 Etude de différents protocoles d’immunisation 

 

Afin de développer une méthode générale d’immunisation permettant la production 

d’anticorps dirigés contre une conformation native de la protéine prion humaine chez des 

souris de type sauvage, nous avons comparé différents protocoles d’immunisations 

géniques et protéiques en terme de stimulation de la réponse humorale spécifique. 

Comme nous l’avons exposé dans la dernière partie de l’introduction bibliographique, 

l’immunisation génique, en comparaison avec l’immunisation protéique plus classique, 

devrait favoriser la production d’anticorps dirigés contre la conformation native de 

l’immunogène. Toutefois, si l’immunisation génique a permis l’obtention de résultats 

encourageants dans des études réalisées chez des animaux de petite taille et utilisant des 

séquences codant des antigènes très immunogènes, la réponse immune induite par des 

injections d’ADN nu chez des animaux de plus grande taille ou utilisant des séquences 

codant des antigènes faiblement immunogènes a été très décevante. Il semblerait que la 

faible perméabilité des membranes cellulaires aux acides nucléiques ainsi qu’une 

dégradation rapide de l’ADN nu par les nucléases aboutissent à une faible expression de 

la protéine d’intérêt in vivo. Nous avons donc comparé, en premier lieu, différents 

protocoles d’immunisation génique en terme de niveau d’expression de la protéine 

d’intérêt in vivo. 

 

III.1.2.2.1 Description des différents protocoles d’immunisation  

 

Les protocoles d’immunisation s’étendent sur 6 semaines (Figure 44). Ils reposent 

sur deux injections d’immunogène à 4 semaines d’intervalle. Des saignées effectuées 

deux semaines après chaque injection sont réalisées pour permettre le suivi de la réponse 

immunitaire. Les souris immunisées sont des femelles C57Bl/6 (H-2b) âgées de 6 

semaines le jour de la première injection. 
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I1 et I2 représentent les deux injections d’immunogène. B0 représente la saignées pré-immune ; B1 et B2 

les deux saignées immunes. 

Figure 44 : Production d’anticorps dirigés contre une conformation native de la protéine prion 

humaine : description du protocole d’immunisation 

 

III.1.2.2.1.1  Immunisation génique 

 

Les immunogènes utilisés sont les vecteurs suivants : 

1) le vecteur vide pcDNA3.1 comme témoin négatif 

2) le vecteur p3-PrP1-229  

3) le vecteur p3-PrP1-229-TT 

Quel que soit le protocole d’immunisation génique utilisé, chaque injection 

comprend 100µg d’un des trois vecteurs à 1mg/ml. 

 

→ADN nu 

 

Ce protocole est basé sur l’injection d’ADN nu par voie intramusculaire après 

induction d’une dégénérescence réversible du muscle par la cardiotoxine. La 

cardiotoxine entraîne, d’une part, la dé-différenciation des myocytes en myoblastes, 

cellules plus facilement transfectables. D’autre part, la cardiotoxine engendre une 

réponse inflammatoire au site d’injection permettant le recrutement de CPA au site 

d’injection de l’ADN. 
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Protocole : 

10 souris par lot sont immunisées par injection intramusculaire d’ADN au niveau du 

muscle antérieur du tibia de chaque patte postérieure. Cinq jours avant chaque injection 

d’ADN, les cellules musculaires sont traitées à la cardiotoxine purifiée à partir du venin 

de Naja (50µl de cardiotoxine à 10µM dans chaque muscle du tibia).  

 

→Différentes formulations d’ADN 

 

Pour protéger l’ADN de sa dégradation par les nucléases et ainsi augmenter son 

temps de circulation et favoriser la transfection cellulaire, de nombreux vecteurs 

chimiques ont été développés. Dans ce travail, nous en avons étudié deux : 1) l’in vivo 

JetPEI développé par Polyplus Transfection appartenant à la classe des polymères 

cationiques et 2) le poloxamine 304 appartenant à la classe des co-polymères 

amphiphiles. 

 

a) Lipides cationiques 

 

L’in vivo JetPEI développé par Polyplus Transfection appartient à la classe des 

polymères cationiques (voir Introduction bibliographique : 2.2 Vecteurs non-viraux). Ce 

polycation doit son efficacité à sa faculté de lyser les endosomes (Figure 45). En effet, 

dans la cellule, il se comporte comme une éponge à protons induisant la rupture des 

endosomes par gonflement osmotique, provoquant ainsi le largage rapide de l’ADN dans 

le cytoplasme tout en le protégeant des nucléases cytosoliques. Contrairement aux autres 

agents lipidiques, il est soluble dans l’eau . Dilué dans un solution glucosée, in vivo 

JetPEI prend la forme de nanoparticules de taille inférieure à 50nm ce qui facilite sa 

diffusion dans les tissus animaux. 
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Figure 45 : Mode d’action de l’in vivo JetPEI  

(http://www.ozyme.fr/_prod/gammes/polyplus/in_vivo-jetpei.htm) 

 

Protocole : 

100µg d’ADN sont dilués dans 100µl de gluocose 10%. 14µl d’in vivo JetPEI sont 

dilués dans 200µl de glucose 5%. 200µl de chacune des deux solutions (d’ADN et d’in 

vivo JetPEI) sont mélangés et vortexés. On obtient une solution N/P=7, ce rapport 

représente le nombre de résidus azote de l’in vivo JetPEI par phosphate d’ADN. Après 

incubation pendant 15min à température ambiante, 400µl de cette solution ADN-in vivo 

JetPEI sont injectés par voie intrapéritonéale. 4 souris par lot sont ainsi immunisées. 

 

b) Block Copolymers 

 

Le poloxamine 304 (BC304) appartient à la classe des co-polymères amphiphiles. Il 

est composé de 4 blocs polyéthyleneoxide/polypropyleneoxide (PEO/PPO) centrés sur 

une moitié éthylenediamine (Figure 46). 

 

Figure 46 : Structure générale des poloxamines 
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Protocole : 

Le BC304 nous a été généreusement fourni par BASF. Une solution stock à 20% 

dans de l’eau a été préparée. La formulation de l’ADN avec le BC304 a été réalisée de 

la façon suivante : un volume égal de la solution stock en BC304 et d’une solution 

d’ADN à 2mg/ml dans du Tyrode 2X sont mélangés et mis à agiter 4h à 4°C. 50µl de 

cette formulation sont injectés par voie intramusculaire dans le muscle antérieur du tibia 

de chaque patte postérieure.  

 

→Electroporation in vivo 

 

L’électrotransfert in vivo apparaît comme une technique simple et efficace de 

transfert de gène. Au cours de ces dernières années, cette technique a été employée sur 

une large variété de tissus incluant entre autres : le muscle squelettique, la peau, le foie, 

les poumons, le cerveau, la rétine (Mir et al., 1999 ; Bettan et al., 2000 ; Otten et al., 

2004 ; Zhang et al., 2002 ; Liu et al., 2002 ; Dean et al., 2003 ; Matsuda et al., 2004 ; 

Inoue et al., 2001). Dans notre étude nous avons choisi comme tissu cible, le muscle 

squelettique, qui offre de nombreux avantages (Lu et al., 2003 ; Goldspink, 2003) : 

 -il constitue un large volume facilement accessible 

 -il est constitué d’un ensemble de fibres musculaires organisées en fibres 

parallèles pouvant être transfectées sur toute leur longueur 

 -les cellules musculaires possèdent plusieurs noyaux ce qui peut augmenter le 

rendement de transfection 

 -les cellules musculaires ne se divisant pas, la transfection de fibres musculaires 

permet une expression à long terme de transgène 

 -le muscle possède une vascularisation développée permettant aux protéines 

d’intérêt néo-synthétisées d’atteindre rapidement la circulation sanguine 

 

Les conditions optimales de l’électroporation in vivo dans un tissu donné résultent 

d’un compromis entre l’efficacité de transfection et une toxicité cellulaire minimale. La 

perméabilisation membranaire induite par le champ électrique est le principal paramètre 

engendrant une toxicité en modifiant la composition du milieu intra-cellulaire. Ainsi la 
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durée et le niveau de perméabilisation doivent être réduits au minimum. Or Bureau et al. 

ont montré que l’électrotransfert était la combinaison de deux phénomènes : la 

perméabilisation membranaire et un effet électrophorétique sur l’ADN (Bureau et al., 

2000). Une étude plus récente a confirmé que les impulsions de haut voltage et de courte 

durée (HV) entraînent la perméabilisation de la cellule alors que les impulsions de faible 

voltage et de longue durée (LV) sont à la base de l’effet électrophorétique sur l’ADN 

(Satkauskas et al., 2002). Ainsi nous avons opté pour un protocole classique constitué de 

8 impulsions électriques de faible voltage (200V/cm) et de longue durée (20ms) à une 

fréquence de 1Hz. Nous avons utilisé des électrodes composées de deux plaques 

attachées à une pince offrant une meilleure répartition du champ électrique tout le long 

des fibres musculaires. 

 

Protocole (Figure 47) : 

10 souris sont anesthésiées (kétamine 100mg/kg/ xylasine 10mg/kg) puis immunisées 

par injection intramusculaire d’ADN au niveau du muscle antérieur du tibia de chaque 

patte postérieure. Un gel conducteur est appliqué sur toute la longueur du muscle. Les 

impulsions électriques sont ensuite appliquées au muscle (200v/cm, 20ms, 8 implusions, 

1Hz) par deux électrodes plaques (BTX Caliper Electrodes) placées de part et autre de 

la patte et reliées à un générateur (ECM830,BTX). 

 

Figure 47 : Schéma du montage expérimental de l’électrotransfert intramusculaire 



RESULTATS : Immunothérapie passive 

 120 

III.1.2.2.1.2 Immunisation protéique 

 

L’immunogène utilisé est la protéine prion humaine recombinante (hPrP24-231), 

produite dans notre laboratoire (annexe 3), en combinaison avec différents adjuvants. Le 

terme « adjuvant » désigne toute substance capable d’augmenter l’intensité de la réponse 

immune dirigée contre l’antigène administré simultanément. Toutefois, un adjuvant 

efficace ne doit pas seulement renforcer la réponse immune, mais il doit aussi l’orienter 

en fonction de la pathogenèse propre à chaque infection. Chaque adjuvant est d’abord 

caractérisé par sa capacité à activer sélectivement les lymphocytes T CD4+ de type Th1 

ou Th2 qui correspondent aux deux grandes voies empruntées par la réponse immune, 

soit de type cellulaire soit humoral. Il existe de nombreux adjuvants, de nature et 

d’origine diverses. Dans cette étude, nous avons étudié l’effet de deux adjuvants 

appartenant à des classes distinctes (Tableau 12) : l’Adjuvant Incomplet de Freund (IFA) 

appartenant à la classe des adjuvants huileux et le phosphate d’aluminium (alum) 

appartenant à la classe des adjuvants minéraux. 

 

 

Tableau 12 : Origine et propriétés des deux adjuvants étudiés 

(d’après Vermout et al., 2003) 

 

→Adjuvant Incomplet de Freund (IFA) 

 

Cet adjuvant constitue l’émulsion eau dans l’huile la plus connue et la plus utilisée. 

Cette formulation permet la libération progressive de l’antigène au niveau du site 

d’injection et sa présentation sur une surface étendue. Elle le protège de la dégradation 
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par les protéases sériques. De plus, cet adjuvant attire les cellules de l’immunité non 

spécifique, et active la voie du complément alterne entraînant un environnement 

inflammatoire. 

 

→Phosphate d’aluminium (Alum) 

 

Cet adjuvant appartient à la classe des adjuvants minéraux. Cette formulation se 

présente sous forme d’un précipité insoluble (de type gel) sur lequel sont adsorbés les 

antigènes en solution aqueuse. Les antigènes interagissent avec les ions du gel par des 

forces électrostatiques. Cet adjuvant permet la concentration locale de l’antigène et 

favorise donc son endocytose par les CPA. Il induit une réponse de type Th2 et stimule 

donc la production d’anticorps (Nicklas, 1992).  

 

Protocole : 

5 souris par lot sont immunisées par voie intrapéritonéale avec 20µg de PrP 

humaine recombinante reprise volume à volume dans chacun des adjuvants étudiés. 

 

III.1.2.2.2 Suivi de l’expression de la PrPc humaine in vivo 

 

Comme nous l’avons décrit dans la troisième partie de l’introduction, 

l’immunisation génique qui consiste à injecter de l’ADN codant l’antigène, est un 

concept novateur né au début des années 90. Cette méthode d’immunisation présente 

notamment l’avantage de l’expression in vivo de l’antigène sous sa conformation native, 

tout du moins similaire à celle présente lors d’une infection. Toutefois, une des 

limitations de l’injection d’ADN nu est le niveau d’expression de la protéine d’intérêt in 

situ. Ainsi dans cette partie, nous avons comparé les différents protocoles 

d’immunisation génique en terme d’expression de la protéine prion humaine in vivo.  
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III.1.2.2.2.1 Mise au point du dosage 

 

Une des difficultés de la mise au point du dosage est la forte homologie de séquence 

entre la protéine prion humaine et murine qui est ubiquiste (90%). La spécificité du 

dosage sera donc étudiée. 

 

La présence de PrPc humaine dans les extraits tissulaires a été mise en évidence par 

un dosage immunométrique. La spécificité du dosage est basée sur l’utilisation d’un 

anticorps monoclonal anti-PrPc spécifique de la protéine prion humaine (Pri308), 

immobilisé sur la phase solide (Figure 48).  

 

Protocole (Figure 48) : 

Les tissus sont prélevés et pesés. Le volume en glucose 5% est ajusté en fonction du 

poids pour constituer un extrait tissulaire à 10%. Les tissus sont broyés à l’aide d’un 

ribolyseur (Bio-Rad). Un cocktail d’antiprotéases est rajouté pour la conservation des 

extraits tissulaires (Complete Tablet, Roche). L’anticorps monoclonal Pri308, à 10µg/ml 

en tampon phosphate 50mM, est immobilisé sur la phase solide 96-puits (Immunoplate, 

Maxisorp, Nunc) par incubation une nuit à température ambiante, puis les sites non 

spécifiques sont saturés en BSA (tampon EIA : 0,1M tampon phosphate pH 7,4 contenant 

0.1% de BSA, 0,15M NaCl et 0,01% d’azide de sodium). Les plaques sont conservées à 

4°C jusqu’à leur utilisation. 100µl d’une gamme d’extrait tissulaire en tampon 20% 

Triton-DOC-PVP sont incubés une nuit à  4°C. Après 3 lavages, 100µl/puits de Sha31 

couplé à l’acétylcholinestérase (AChE) à 2 unit/µl en tampon PVP sont incubés pendant 

2 heures à température ambiante. Après 6 lavages, l’activité de l’AChE est mesurée par 

la méthode colorimétrique d’Ellman, comme décrit précédemment (Grassi et al., 1989). 

La mesure de l’absorbance à 414nm à 2h permet d’évaluer directement la quantité de 

PrP humaine présente dans les différents échantillons testés. On utilise comme standard 

la PrPc humaine recombinante produite au laboratoire (annexe 3). 
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Figure 48 : Dosage de la PrPc humaine in vivo 
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 -Analyse de la spécificité du dosage. 

 

Le cerveau est un tissu riche en PrPc. Nous avons donc choisi de comparer les 

signaux obtenus après incubation sur la phase solide d’une gamme d’extraits de cerveau 

humain, murin ou de souris invalidé pour le gène Prnp (Figure 49). 

 

Figure 49 : Analyse de la spécificité du dosage immunométrique 

 

Aucun signal n’a pu être détecté pour la gamme en homogénat  de cerveau de souris 

invalidées pour le gène Prnp. D’après la Figure 49, les signaux obtenus pour la gamme 

en homogénats de cerveau humain sont supérieurs à ceux obtenus pour la gamme en 

homogénats de cerveau murin mettant en évidence une meilleure reconnaissance de la 

PrPc humaine dans les conditions expérimentales utilisées. Toutefois, nous mettons en 

évidence des signaux non négligeables pour les dilutions les plus faibles d’homogénat de 

cerveau murin laissant apparaître une spécificité non stricte du dosage. En faisant le 

rapport des facteurs de dilution pour lesquels on se trouve à la limite de détection du 

dosage (densité optique correspondant à la moyenne des densités optiques de 

l’absorption non spécifique sur la phase solide à laquelle on ajoute 3 fois l’écart type de 

ces valeurs), on peut estimer que la réaction croisée entre la PrPc humaine et murine du 

dosage immunométrique utilisé est de l’ordre de 10%.  
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-Ajouts dosés.  

 

Pour vérifier si la PrPc humaine peut être quantifiée indépendamment de la matrice 

dans laquelle elle se trouve, nous avons effectué des ajouts dosés. Des quantités connues 

en PrPc humaine recombinante ont été ajoutées dans des extraits de foie, de pancréas et 

d’ovaires de souris de type sauvage et comparées avec une même gamme en PrPc 

recombinante réalisée dans du tampon 20% Triton-DOC-PVP (Figure 50). 

 

 

Figure 50 : Ajouts dosés 

 

D’après la Figure 50, quelle que soit la matrice dans laquelle est réalisée la gamme 

en PrPc humaine recombinante, les droites obtenues sont confondues. Ainsi cette gamme 

est reproductible indépendamment de la matrice utilisée. On peut utiliser comme 

standard une gamme en PrPc humaine recombinante réalisée dans le tampon de dilution 

des extraits tissulaires. De plus, on peut estimer la sensibilité de ce dosage à 10pg/ml 

(concentration en PrPc humaine recombinante pour laquelle on se trouve à la limite de 

détection). 
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III.1.2.2.2.2 Dosage de la protéine prion humaine in vivo 

 

Six souris par lot ont été immunisées selon les différents protocoles d’immunisation 

génique étudiés. Trois souris par lot sont sacrifiées 1 jour après l’injection d’ADN et les 

3 autres, 7 jours après cette injection. Sauf pour le lot BC304 où seul le niveau 

d’expression 7 jours après l’injection d’ADN a été étudié. Les tissus d’intérêt sont 

prélevés : le muscle et la rate pour les injections intramusculaires (ADN nu, BC304 et 

électroporation in vivo) ; la rate, le foie, le pancréas et les ovaires pour les injections 

intrapéritonéales (in vivo JetPEI). Les résultats obtenus dans le muscle (ou dans la rate 

pour le protocole in vivo JetPEI) sont reportés dans la Figure 51. 

Comme le montre la Figure 51A et la Figure 51B, les injections d’ADN nu (Naked 

DNA) ou formulé avec l’in vivo Jet PEI (DNA-PEI) ne permettent pas l’expression de la 

protéine d’intérêt dans le muscle et la rate, respectivement. De plus, concernant ces deux 

protocoles d’immunisation, nous n’avons pas pu mettre en évidence l’expression de la 

PrPc humine quel que soit l’organe étudié. Cependant, l’injection d’ADN formulé avec 

le block copolymer BC 304 (DNA-BC) ou suivi d’un choc électrique (DNA-ET) entraîne 

une forte augmentation de l’expression de la protéine d’intérêt dans le muscle (Figure 

51C et Figure 51D). La protéine prion humaine est détectable dans le muscle dès 1 jour 

après électroporation de l’ADN avec une concentration moyenne de 10ng/ml. Son niveau 

d’expression atteint 25-70ng/ml à 7 jours dans les protocoles DNA-BC et DNA-ET. En 

outre, il semble se dessiner une différence entre le niveau d’expression de la protéine 

d’intérêt suite à l’injection des différents vecteurs d’expression suggérant que la présence 

de l’épitope T puisse réduire ce niveau d’expression, résultat en accord avec ceux 

obtenus lors du dosage de la protéine d’intérêt ex vivo (Figure 51D). Toutefois, cette 

différence n’est pas statistiquement significative. Par ailleurs, 15 jours après l’injection 

des plasmides, nous n’avons plus détecté de protéine prion humaine dans les extraits 

tissulaires quel que soit le protocole étudié. De plus, la protéine d’intérêt n’a pu être mise 

en évidence dans les extraits de rate, quels que soient le protocole et le temps étudiés.  

D’après ces résultats, il semblerait que l’électrotransfert soit une méthode efficace 

pour augmenter l’expression de la protéine d’intérêt in vivo suite à l’injection d’ADN. En 

effet, comme nous avons estimé la limite de détection du dosage immunométrique utilisé 
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à 10pg/ml, on peut estimer que l’électroporation in vivo a permis d’augmenter au moins 

5000 fois le niveau d’expression de la protéine d’intérêt par comparaison avec l’injection 

d’ADN nu. 

 
Injections : 100µg p3-PrP1-229 (p3-PrP) ou p3-PrP1-229-TT (p3-PrP-TT). 

A- Niveau d’expression de la protéine prion humaine dans le muscle 1 jour ou 7 jours après l’injection 

d’ADN nu.  

B- Niveau d’expression de la protéine prion humaine dans la rate 1 jour ou 7 jours après l’injection d’ADN 

formulé avec l’in vivo JetPEI. 

C- Niveau d’expression de la protéine prion humaine dans le muscle 7 jours après l’injection d’ADN 

formulé avec le BC304. 

D- Niveau d’expression de la protéine prion humaine dans le muscle 1 jour ou 7 jours après l’injection 

d’ADN suivi d’un électrotransfert. 

Figure 51 : Expression de la protéine prion humaine in vivo 
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III.1.2.2.3 Suivi de la réponse immunitaire 

 

Nous avons comparé différents protocoles d’immunisations génique et protéique en 

terme de niveau de réponse en anticorps spécifiquement dirigés contre cette protéine. 

D’après le suivi du niveau d’expression de la protéine prion humaine in vivo suite aux 

différents protocoles d’immunisation génique, la formulation de l’ADN avec l’in vivo 

JetPEI n’a pas donné des résultats satisfaisants. Ce protocole ne sera donc plus utilisé 

dans la suite des travaux. 

 

→par immuno-analyse 

 

Protocole (Figure 52) : 

La protéine prion humaine recombinante, à 10µg/ml en tampon phosphate 50mM, 

est immobilisée sur la phase solide 96-puits (Immunoplate, Maxisorp, Nunc) par 

incubation une nuit à température ambiante, puis les sites non spécifiques sont saturés 

en BSA (tampon EIA : 0,1M tampon phosphate pH 7,4 contenant 0.1% de BSA, 0,15M 

NaCl et 0,01% d’azide de sodium). Les plaques sont conservées à 4°C jusqu’à leur 

utilisation. 100µl d’une gamme de dilution des différentes saignées en tampon EIA sont 

incubés une nuit à 4°C. Après 3 lavages, 100µl/puits d’un anticorps de révélation anti-

souris (Affinipure goat antibodies anti-mouse IgG, Jackson ImmunoResearch) couplé à 

l’acétylcholinestérase (AChE) à 2 unit/µl en tampon EIA sont incubés pendant 2 heures 

à température ambiante. Après 6 lavages, l’activité de l’AChE est mesurée par la 

méthode colorimétrique d’Ellman, comme décrit précédemment (Grassi et al., 1989). La 

mesure de l’absorbance à 414nm à 1h permet d’évaluer directement la quantité en 

anticorps spécifiquement dirigés contre la PrP humaine présente dans les différents 

échantillons testés. 
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Immobilisation de la PrPrec humaine (10µg/ml)

Incubation des saignées une nuit à 4°C

Incubation de l’anticorps secondaire 2h à RT

 
RT : température ambiante 

Figure 52 : Dosage immunométrique : suivi de la réponse anticorps dirigés contre la PrPc 

humaine 

 

-homogénéité de la réponse. 

 

Dans un premier temps, les saignées ont été incubées individuellement à une seule 

dilution (1/100). Les résultats obtenus sont reportés dans Figure 53. 

Comme le montre la Figure 53, aucun anticorps spécifiquement dirigé contre la PrPc 

humaine n’a été détecté dans les témoins négatifs (p3 seul pour les protocoles 

d’immunisation génique ou tampon seul pour les protocoles d’immunisation protéique). 

De façon non surprenante au vu des résultats obtenus dans l’étude de l’expression 

protéique in vivo, des injections d’ADN nu ne permettent pas la production d’anticorps 

dirigés contre la protéine d’intérêt (Figure 53A). 

D’après la Figure 53B, la formulation de l’ADN avec le block copolymer BC304 

n’entraîne qu’une faible stimulation de la réponse en anticorps spécifiques. De plus, 

seulement 4 souris sur 10, immunisées avec le vecteur p3-PrP1-229 (p3-PrP), présentent 

des anticorps spécifiques dans leur sérum. Au contraire, l’électrotransfert in vivo des 

vecteurs d’expression p3-PrP1-299 et p3-PrP1-229-TT a permis une stimulation 

importante de la réponse humorale spécifique et ce dès 2 semaines après une unique 

injection d’ADN (Figure 53C ; B1). De plus, nous avons détecté la présence d’anticorps 

spécifiquement dirigés contre la PrPc humaine dans le sérum des 10 souris immunisées 2 

semaines après le rappel (Figure 53C ; B2).  

Par ailleurs, la production en anticorps générés lors d’immunisation protéique 

semble être dépendante de l’adjuvant utilisé. Même si l’homogénéité de la réponse est 

identique (3 souris sur 3 présentent des anticorps spécifques 2 semaines après le rappel 
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(B2)), l’utilisation d’alum semble permettre une meilleure réponse que celle induite avec 

l’IFA (Figure 53D). 

 

 
La PrPc humaine recombinante est immobilisée sur des plaques de microtitration 96-puits. Les saignées 

(1/100) sont incubées individuellement une nuit à 4°C. L’éventuelle fixation d’anticorps sur la phase solide 

est révélée par un anticorps de révélation anti-souris couplé à l’AChE. B0 : saignées pré-immunes ; B1 : 

saignées effectuées 2 semaines après la première immunisation ; B2 : saignées effectuées 2 semaines après 

le rappel. 

A-Injection d’ADN nu. 

B-Injection d’ADN formulé avec BC304. 

C-Injection d’ADN suivi de l’électrotransfert. 

D-Injection de PrPc humaine recombinante dans de l’IFA ou dans de l’Alum. 

Figure 53 : La réponse anticorps dirigés contre la PrPc humaine recombinante 
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-amplitude de la réponse. 

 

Pour pouvoir comparer l’amplitude de la réponse anticorps et avoir une idée de 

l’affinité apparente des anticorps polyclonaux produits, les saignées ont été poolées et 

leur titre en anticorps dirigés contre la protéine humaine recombinante mesuré. Nous 

avons utilisé le même dosage immunométrique que précédemment pour différentes 

dilutions des saignées (des dilutions sériées de 5 en 5 sur 8 points en tampon EIA ; 

premier point :1/10). La Figure 54A représente un exemple de courbes obtenues pour les 

pools de saignées B2 (2 semaines après le rappel) avec les différents protocoles 

d’immunisation. Le titre en anticorps correspond à la dilution en sérum pour laquelle on 

obtient 50% du signal maximal. D’après la Figure 54B, les souris immunisées par 

électrotransfert présentent dans leur sérum un fort titre en anticorps dirigés contre la PrPc 

humaine (atteignant 1/2500 à 1/3500 selon le vecteur d’expression utilisé) (DNA-ET). 

Toutefois, des titres 5 fois supérieurs ont été mesurés chez des souris immunisées par la 

PrPc humaine recombinante conjuguée à de l’alum (Protein-Alum). De façon 

comparable, même si les signaux mesurés dans la Figure 53 semblent similaires entre le 

protocole d’immunisation génique utilisant le block copolymer BC304 et le protocole 

d’immunisation protéique utilisant l’IFA, le titre en anticorps est 10 fois supérieur chez 

les souris immunisées par la PrPc humaine recombinante conjugué à l’IFA (Protein-IFA) 

que chez des souris immunisées par de l’ADN formulé avec le BC304 (DNA-BC). Il 

semblerait donc que les protocoles d’immunisation protéique entraînent une production 

d’anticorps présentant une plus forte affinité pour la PrPc humaine recombinante 

immobilisée sur un support solide que les protocoles d’immunisation génique. Or, la 

fixation directe d’une protéine sur une phase solide est connue pour altérer sa 

conformation native (Butler et al., 1992). Ainsi, à fin de comparer la capacités de ces 

différents anticorps à reconnaître la conformation native de la PrPc, nous avons réalisé 

des expériences de cytométrie en flux sur des cellules surexprimant la PrPc humaine. 
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La PrPc humaine recombinante est immobilisée sur des plaques de microtitration 96-puits. Différentes 

dilutions des saignées poolées (de 1/10 à 1/78125) sont incubées une nuit à 4°C. L’éventuelle fixation 

d’anticorps sur la phase solide est révélée par un anticorps de révélation anti-souris couplé à l’AChE. 

A-Courbes obtenues pour les saignées B2 des différents protocoles d’immunisation. 

B-Titre en anticorps spécifiquement dirigés contre la PrPc humaine en fonction des semaines. 

Figure 54 : Détermination du titre en anticorps dirigés contre la PrPc humaine 
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→par cytométrie en flux 

 

Nous avons testé la capacité de chaque pool de sérum à lier la PrPc humaine native 

exprimée à la surface des cellules. Pour ces expériences de cytométrie en flux, des 

cellules HEK ont été transfectées en stable par un vecteur d’expression eucaryote codant 

la protéine prion humaine entière (p3-PrP1-253) (Padiolleau-Lefèvre et al., 2007). 

 

Protocole : 

Des cellules HEK surexprimant de façon stable la PrP humaine cultivées à 

confluence sont lavées en PBS puis décollées au moyen d’une solution de dissociation 

sans trypsine (Sigma) 5min à 37˚C afin de ne pas dégrader la PrP en surface des 

cellules. Les cellules sont centrifugées à 1500rpm à 4˚C pendant 5 min. Après deux 

lavages en PBS, les cellules sont incubées 2h à 4˚C avec 100µl de tampon PBS/0,1% 

BSA/20% de sérum normal de chèvre contenant les pool de saignées (1/100). Après deux 

lavages en PBS/0,1% BSA/1% de sérum normal de chèvre, les cellules sont incubées 1h 

à 4˚C dans l’obscurité avec l’anticorps secondaire (phycoerythrin-conjugated AffiniPure 

goat anti-mouse IgG, Jackson ImmunoResearch). Après deux lavages en PBS/0,1% 

BSA/1% de sérum normal de chèvre, elles sont reprises dans 500µl de Facs Flow 

(Becton Dickinson). La fluorescence de 10 000 cellules/tube est mesurée à l’aide du 

FACS-Calibur flow cytofluorometer (Becton Dickinson). L’iodure de propidium est 

utilisé pour détecter les cellules endommagées dont on ne tient pas compte pour 

l’analyse. 

 

Comme le montre la Figure 55A, un déplacement de la fluorescence vers la droite 

est observé lorsque les cellules sont incubées avec le pool de saignées B2 de souris 

immunisées selon le protocole d’électrotransfert (DNA-ET, courbe rose) et dans une 

moindre mesure avec le protocole utilisant BC304 (DNA-BC, courbe bleu clair). 

Toutefois, un très faible déplacement de la fluorescence est observé lors d’une incubation 

avec les pools de saignées issues des protocoles d’immunisation protéique (Protein-IFA, 

courbe orange ; Protein-Alum, courbe bleu foncé). En effet, d’après la Figure 55B, alors 

que 70% des cellules incubées avec les saignées issues du protocole d’électrotransfert et 



RESULTATS : Immunothérapie passive 

 134 

50% des cellules incubées avec les saignées issues du protocole BC304 sont 

fluorescentes, seulement 25% des cellules le sont lors d’incubation avec les saignées 

provenant des protocoles d’immunisation protéique (IFA ou Alum).  

 

 
Les cellules HEK surexprimant la PrPc humaine sont incubées 2h en présence du pool de saignées B2 de 

chaque protocole. La fixation éventuelle d’anticorps à la surface cellulaire est mise en évidence par un 

anticorps de révélation anti-souris couplé à la phycoérytrine.  

A- Les déplacements de fluorescence obtenus en incubant les cellules avec le pool de saignées B2 

immunisées par le vecteur p3-PrP1-229 pour les protocoles d’immunisation ou la PrPc humaine 

recombinante pour les protocoles d’immunisation protéique. 

B- Le pourcentage de cellules fluorescentes observé en fonction du protocole d’immunisation. 

Figure 55 : Reconnaissance de la PrPc humaine native exprimée à la surface des cellules 
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III.1.2.2.4 Discussion  

 

L’objectif de cette étude est de développer un protocole d’immunisation permettant 

la production d’anticorps dirigés contre la conformation native de la PrPc humaine et 

plus généralement contre une protéine humaine faiblement immunogène chez des souris 

de type sauvage. Depuis le développement de la technique des hybridomes par Köhler et 

Milstein, en 1975, permettant la production efficace d’anticorps monoclonaux, ces 

molécules sont apparues comme une classe importante de médicaments dans de 

nombreux domaines tels que l’oncologie, les maladies infectieuses et inflammatoires 

(Reichert et al., 2005 ; Carter, 2006). Toutefois, si les anticorps ayant obtenu 

l’autorisation de mise sur le marché sont aujourd’hui peu nombreux, cela résulte, en 

partie, de la difficulté de produire des anticorps reconnaissant, in vivo, une protéine 

humaine. En conséquence, nous avons choisi un protocole d’immunisation génique afin 

de favoriser la production d’anticorps dirigés contre la conformation native de l’antigène. 

En effet, l’immunisation génique qui consiste à injecter de l’ADNc codant la protéine 

d’intérêt permet la synthèse de l’antigène in situ sous sa conformation native. Toutefois, 

l’injection d’ADN nu souffre de nombreux inconvénients. Notamment, cette méthode 

possède une faible efficacité de transfection, dans le muscle par exemple, celle-ci est 

généralement de 1 à 5% des fibres musculaires totales (Wolff et al., 1990 ; Doh et al., 

1997). Ainsi, les niveaux d’expression de la protéine d’intérêt in vivo obtenus sont 

généralement trop faibles pour produire un effet thérapeutique (Davis et al., 1993). Dans 

un souci d’amélioration des protocoles d’immunisation génique, divers types de vecteurs 

non viraux ont vu le jour : 1) les vecteurs synthétiques tels que les lipides cationiques (in 

vivo JetPEI) et les blocks copolymers (poloxamine 304) qui sont des molécules 

capables d’interagir avec l’ADN nu en modifiant ses propriétés physico-chimiques et 2) 

les outils qui utilisent des moyens physiques pour propulser l’ADN dans la cellule 

(électrotransfert in vivo). En parallèle ces quatre protocoles d’immunisation génique, 

nous avons étudié l’effet de deux classes d’adjuvant (constituants bactériens et adjuvants 

minéraux) sur la stimulation de la production en anticorps spécifiques dans des 

protocoles d’immunisation protéique classiques. 
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Nos résultats mettent en avant l’intérêt de l’immunisation génique pour la 

production d’anticorps dirigés contre une conformation native de l’antigène. En effet, 

nous avons mis en évidence une différence en terme de spécificité fine des anticorps 

spécifiques générés par immunisation génique ou par immunisation protéique. Alors que 

les protocoles d’immunisation protéique permettent une réponse en anticorps plus 

importante et présentant une meilleure affinité pour la protéine prion humaine 

recombinante immobilisée sur une plaque de microtitrage (titre en anticorps 5 à 10 fois 

supérieur), l’immunisation génique offre l’avantage de produire des anticorps dirigés 

contre la conformation native de la PrPc humaine exprimée à la surface des cellules (50 à 

70% de cellules fluorescentes au lieu de 25% lorsque les cellules sont incubées avec des 

anticorps obtenus par immunisation protéique). Il est à noter que les deux adjuvants 

utilisés, IFA et Alum, n’offrent pas le même niveau de réponse en anticorps spécifiques. 

Des études plus approfondies sont nécessaires pour comprendre si l’Alum permet une 

meilleure stimulation de la réponse immunitaire en général ou si les meilleurs résultats 

obtenus pour cet adjuvant sont dus à une orientation de la réponse immunitaire de type 

Th2 plus marquée que l’IFA.  

Nous avions montré précédemment que la fusion d’une séquence codant un épitope 

T « universel » à celle d’une protéine faiblement immunogène potentialisait la réponse 

en anticorps spécifiques (Tymciu et al., 2004). Cependant, dans ce travail de thèse, 

l’utilisation comme immunogène d’un vecteur d’expression eucaryote codant la protéine 

prion humaine fusionnée à ce même épitope T « universel » ne semble pas augmenter 

significativement la réponse humorale spécifiquement dirigée contre cette protéine prion 

d’intérêt. Il semblerait donc que les 10% de différences de séquence entre la protéine 

prion humaine et murine suffisent à la présence d’épitopes T, indispensables à la 

stimulation d’une réponse anticorps. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par 

Andrievskaia et al. qui ont produit des anticorps dirigés contre la protéine prion bovine 

recombinante dans plusieurs souches de souris (Andrievskaia et al., 2006).  

Par ailleurs, il semblerait que ce soit la quantité en protéine prion humaine 

correctement conformée qui soit à la base d’une forte réponse en anticorps dirigés contre 

la conformation native de cette protéine. En effet, en comparant les différents protocoles 

d’immunisation génique, on observe une corrélation entre le niveau d’expression de la 

protéine d’intérêt in vivo et la réponse en anticorps spécifiquement dirigés contre la 
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conformation native de la PrPc humaine. Il est vrai que nous avons quantifié l’expression 

de la protéine prion humaine in vivo par un dosage immunométrique (dans lequel la 

conformation de la PrPc pourrait être altéré) et que nous n’avons pas analysé la 

proportion en protéines correctement conformées. Mais, il est intéressant de noter que 

malgré des injections de quantités importantes (20µg) en protéine prion humaine 

recombinante, les protocoles d’immunisation protéique ne permettent pas de produire en 

grande quantité des anticorps possédant la spécificité recherchée. 

Ainsi, cette étude montre l’intérêt de l’immunisation génique, en général, et celui de 

l’électrotransfert in vivo de l’ADN, en particulier, pour générer des anticorps dirigés 

contre la conformation native de la protéine prion humaine chez des souris de type 

sauvage. En effet, en augmentant le niveau de transfection des cellules par l’ADN 

d’intérêt, ce protocole a permis d’augmenter considérablement le niveau d’expression de 

la protéine d’intérêt in vivo. L’électrotransfert in vivo apparaît donc comme une 

technique simple et efficace pour produire de nouveaux outils pour l’immunothérapie 

passive chez l’homme. 
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III.2 Immunothérapie active : vers un protocole vaccinal... 

 

Depuis ces cinq dernières années, de nombreuses équipes ont testé l’effet protecteur 

induit par des protocoles d’immunothérapie active contre les maladies à prions (Bade and 

Frey, 2007). Toutefois, induire une réponse immunitaire anti-PrP protectrice in vivo chez 

des souris de type sauvage constitue toujours un véritable défi en raison de la tolérance 

naturelle de l’hôte pour la PrPc, protéine ubiquiste à la fois dans les compartiments 

neuronaux et extraneuronaux. En effet, de nombreuses études réalisées chez des souris de 

type sauvage et utilisant comme immunogène, diverses formes de PrPc murine 

recombinante (peptides ou protéine entière) conjuguées à une variété d’adjuvants n’ont 

pas permis la production d’anticorps présentant une activité thérapeutique intéressante. 

En effet, malgré la stimulation d’une forte réponse immunitaire humorale dirigée contre 

la PrPc recombinante, ces anticorps n’étaient pas capables de reconnaître la conformation 

native de la PrPc exprimée à la surface des cellules, condition nécessaire pour exercer un 

effet thérapeutique. 

L’objectif de cette étude est d’essayer de rompre la tolérance immunitaire de façon à 

permettre la production d’anticorps dirigés contre la conformation native de la PrPc 

endogène chez des souris de type sauvage. Notre stratégie est, d’une part, l’utilisation de 

l’immunisation génique pour favoriser la génération d’anticorps dirigés contre la 

conformation native de l’antigène, et d’autre part, l’utilisation comme immunogène 

d’une protéine hétérologue (la protéine prion humaine) pour tenter de rompre la tolérance 

immunitaire, comme le suggère une étude récente (Ishibashi et al., 2006). Dans l’étude 

précédente, nous avons pu montrer que l’immunisation génique consistant à injecter 

l’ADNc de la protéine prion humaine favorisait la production d’anticorps dirigés contre 

la conformation native de cette-dernière. Cependant, les anticorps que nous avons 

obtenus après 6 semaines d’immunisation étaient incapables de reconnaître la PrPc 

murine. Nous avons donc continué ce protocole d’électrotransfert in vivo pour essayer de 

mettre en évidence une probable réaction croisée de ces anticorps avec la PrPc 

endogène.entre la réponse humorale dirigée contre la protéine prion humaine et celle 

dirigée contre la protéine prion murine endogène. Nous avons également analysé la 
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durée, la mémoire et l’orientation de la réponse immunitaire tout au long de la période 

d’immunisation (36 semaines). 

 

III.2.1 Rupture de la tolérance immunitaire pour la PrPc murine par 

électrotransfert in vivo de l’ADN codant la protéine prion 

humaine 

 

III.2.1.1 Description du protocole d’immunisation  

 

Le protocole d’immunisation s’étend sur 36 semaines (Figure 56).  

De nombreuses études ont montré l’avantage de combiner différents modes 

d’immunisation. Ainsi, la combinaison de deux protocoles d’immunisation permettrait la 

potentialisation de la réponse immunitaire induite par ces protocoles lorsqu’ils sont 

réalisés séparément (Degano et al., 1999 ; Robinson et al., 1999 ; Estcourt et al., 2002 ; 

Matano et al., 2001). Notamment, initier la réponse immunitaire par immunisation 

génique puis la restimuler par une immunisation protéique semble augmenter le titre en 

anticorps spécifiques (Barnett et al., 1997 ; Mossman et al., 2004). Ainsi, le protocole 

d’immunisation repose sur trois injections intramusculaires d’ADN codant la protéine 

prion humaine sécrétée et fusionnée ou non au fragment de la toxine tétanique 829-844 

suivi d’un choc électrique aux semaines 0, 4 et 24 et suivies d’une injection 

intrapéritonéale de 80µg de protéine humaine recombinante conjuguée à l’IFA à la 

semaine 34.  

Des saignées effectuées aux semaines 0, 2, 6, 12 24, 26, 34 et 36 sont réalisées pour 

permettre le suivi de la réponse immunitaire.  
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I1, I2 et I3 représentent les injections intramusculaires des vecteurs d’expression eucaryote p3-PrP1-229 ou 

p3-PrP1-229-TT suivi d’une électroporation in vivo (200V/cm, 20ms, 8 impulsions, 1Hz). B0 représente la 

saignée préimmune et B1-B7 les saignées immunes. hPrPrec représente l’injection intrapéritonéale de 

80µg de protéine humaine recombinante conjuguée à l’IFA. 

Figure 56 : Vers un protocole vaccinal... : description du protocole d’immunisation. 

 

III.2.1.2 Suivi de la réponse immunitaire humorale dirigée contre la protéine prion 

humaine. 

 

La vaccination ou immunothérapie active constitue un moyen préventif ou 

thérapeutique fondamental contre de nombreux pathogènes. Son principe est basé sur 

l’administration à un être vivant d’un principe actif capable d'induire une immunité 

spécifique vis-à-vis d'un agent pathogène, ainsi qu'une mémoire immunitaire susceptible 

d'amplifier rapidement la réponse immune. L’immunité active engendrée est plus ou 

moins durable en fonction des vaccins, ce qui impose des injections de rappels afin que 

le taux en anticorps spécifiques soit toujours suffisant. Il est donc intéressant d’étudier 

dans le cadre d’un protocole vaccinal la durée de la réponse en anticorps ainsi que la 

stimulation de la mémoire immunitaire spécifique. 

 

III.2.1.2.1 Durée de la réponse 

 

La Figure 57 représente les titres en anticorps dirigés contre la protéine prion 

humaine au cours du protocole d’immunisation. Le protocole du dosage est décrit dans la 

première partie des résultats (voir le paragraphe p128).  
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D’après la Figure 57 et comme nous l’avons décrit dans la première partie des 

résultats, quel que soit le vecteur d’expression eucaryote utilisé, l’électrotransfert in vivo 

(DNA-ET) amplifie la réponse immunitaire humorale spécifique par comparaison avec 

l’immunisation par ADN nu (Naked DNA). De plus, des anticorps spécifiquement 

dirigés contre la protéine prion humaine sont toujours détectés dans le sérum 20 

semaines après la dernière injection d’ADN (titre de l’ordre de 500 à la semaine 24 alors 

que le dernier rappel a été effectué à la semaine 4). Ainsi, l’électrotransfert in vivo 

permet la stimulation d’une réponse immunitaire humorale durable. 

 

 
La PrPc humaine recombinante est immobilisée sur des plaques de microtitrage 96-puits. Différentes 

dilutions des saignées poolées (de 1/10 à 1/78125) sont incubées une nuit à 4°C. L’éventuelle fixation 

d’anticorps sur la phase solide est révélée par un anticorps de révélation anti-souris couplé à l’AChE. 

Figure 57 : Titre en anticorps dirigés contre la PrPc humaine en fonction des semaines au 

cours du protocole vaccinal 
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III.2.1.2.2 Mémoire immunitaire 

 

→  Notion de mémoire immunitaire 

 

La prolifération sélective de lymphocytes qui mène à la formation de clones de 

cellules effectrices contre un antigène constitue la réaction immunitaire primaire. Entre 

l'exposition à l'antigène et la production maximale de cellules effectrices, il y a un délai 

de 5 à 10 jours (temps nécessaire à la différenciation des lymphocytes activés). Si 

l'organisme rencontre le même antigène quelque temps plus tard, la réaction se produit 

plus vite (3 à 5 jours) et plus longtemps : c'est la réaction immunitaire secondaire (Figure 

58). Elle est le résultat de la mémoire immunitaire qui repose sur les cellules mémoires 

élaborées en même temps que les lymphocytes effecteurs à vie courte. Au cours de la 

réponse primaire, les cellules mémoires ne sont pas actives mais elles survivent plus 

longtemps et prolifèrent rapidement lors d'une deuxième exposition. 

 

Figure 58 : Comparaison entre la réponse humorale primaire et secondaire 
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→  Résultats obtenus 

 

D’après la Figure 57, deux semaines après l’injection intrapéritonéale de la protéine 

prion humaine recombinante (semaine 36), nous observons une augmentation importante 

du titre en anticorps dirigés contre la PrPc humaine dans le lot de souris immunisées par 

électrotransfert in vivo (DNA-ET), atteignant 1/10000. Toutefois, la même injection en 

protéine recombinante réalisée dans les lots de souris immunisées par ADN nu ou par le 

vecteur vide (Naked DNA ou p3) n’induit pas une telle augmentation du titre en 

anticorps (titre de l’ordre de 1/400). Ainsi, l’augmentation rapide du titre en anticorps 

dans le sérum des souris immunisées par électrotransfert in vivo reflète le déclenchement 

d’une réponse immunitaire secondaire laissant supposer la stimulation d’une mémoire 

immunitaire spécifique induite par les injections d’ADN au préalable.  

De plus, nous avons testé ces saignées tardives (B7) pour leur capacité à reconnaître 

la PrPc humaine native exprimée à la surface des cellules par cytométrie en flux. Le 

protocole est décrit dans la première partie des résultats (1.2.2.3. Suivi de la réponse 

immunitaire). Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 59. 

 

D’après la Figure 59A, on observe un déplacement important de la fluorescence vers 

la droite avec le pool de saignées du lot de souris immunisées par électrotransfert in vivo 

(DNA-ET). En effet, le pourcentage de cellules fluorescentes atteint 90%. Il est à noter 

que ce pourcentage est du même ordre de grandeur que celui obtenu après incubation des 

cellules avec un anticorps monoclonal anti-PrPc obtenu par immunisation de souris 

invalidées pour le gène Prnp, SAF34, à 50nM (Figure 59B). De plus, contrairement aux 

lots de souris immunisées par ADN nu ou par le vecteur vide, l’injection de la protéine 

prion humaine recombinante chez les souris immunisées par électrotransfert in vivo 

stimule la production d’anticorps dirigés contre la conformation native de la PrPc 

humaine. En effet, le pourcentage de cellules fluorescentes passe de 70% pour le pool de 

saignées B2 (Figure 55) à 90% pour le pool de saignées B7 (Figure 59B).  

Ainsi, l’électrotransfert in vivo permet la stimulation d’une mémoire immunitaire 

spécifiquement dirigée contre la conformation native de la PrPc humaine. 
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Les cellules HEK surexprimant la PrPc humaine sont incubées 2h en présence du pool de saignées B7 de 

chaque protocole. Control mAb : incubation pendant 2h avec l’anticorps monoclonal anti-PrPc, SAF34, à 

50nM. La fixation éventuelle d’anticorps à la surface cellulaire est mise en évidence par un anticorps de 

révélation anti-souris couplé à la phycoérytrine.  

A- les déplacements de fluorescence obtenus en incubant les cellules avec le pool de saignées B7 

immunisées par le vecteur p3-PrP1-229 puis suivi d’une stimulation par la PrPc humaine recombinante. 

B- le pourcentage de cellules fluorescentes observé en fonction du protocole d’immunisation génique. 

Figure 59 :Reconnaissance de la PrPc humaine native exprimée à la surface des cellules après 

une stimulation par la protéine recombinante 

 

III.2.1.2.3 Orientation de la réponse 

 

→  Généralités sur l’orientation de la réponse immunitaire humorale 

 

Les premiers travaux de Mossman (1986) ont permis de distinguer, chez la souris, 

deux types de lymphocytes T auxiliaires (CD4+) nommés Th1 et Th2 qui se caractérisent 

par leur profil de sécrétion de cytokines (Mossman and Coffman, 1989) (Figure 60). 

Cette classification a pu être étendue aux lymphocytes T humains. Les cellules Th1 



RESULTATS : Immunothérapie active 

 145 

produisent l'IL2, et l'IFNgamma et la lymphotoxine (ou TNFβ), alors que les cellules 

Th2 sécrètent l'IL4, l'IL5, l'IL6 et l'IL13. Ces deux types de lymphocytes dérivent d'une 

population cellulaire CD4+ appelée Th0. Les cellules Th1 contrôlent la réponse 

cellulaire, telle que la réponse d'hypersensibilité retardée et certaines réponses 

humorales. Les cellules Th2, de par leur capacité à produire de l'IL4, favorisent la 

réponse humorale, en particulier, la production des IgE dans les manifestations 

allergiques et les infections parasitaires. Ces deux types cellulaires sont impliqués dans la 

commutation de classe des lymphocytes B. Ainsi, les cellules Th1 favorisent la 

production d’IgG2a et les cellules Th2 celle d’IgG1 et d’IgE. La nature et le mode 

d’inoculation de l'antigène peuvent être déterminants dans la différenciation des 

lymphocytes T en Th1 ou Th2. Par exemple, les antigènes de nématodes et les allergènes 

permettent le développement de clones Th2, alors que ceux de Mycobacterium 

tuberculosis provoquent l'expansion de clones Th1. L'environnement en cytokine est 

également important. Ainsi, l'interféron gamma (IFNgamma) favorise la différenciation 

des lymphocytes T CD4 en clones Th1 et inhibe le développement de la population Th2, 

alors que l'IL4 favorise la différenciation des clones Th2. 

 

Figure 60 : Généralités sur l’orientation de la réponse immunitaire 
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→  Résultats obtenus 

 

Pour avoir une idée de l’orientation de la réponse immunitaire, nous avons 

déterminé le titre en anticorps d’isotype IgG1 et IgG2a dirigés contre la protéine prion 

humaine dans les pools de saignées B7 selon le protocole suivant : 

 

Protocole (Figure 61) : 

La protéine prion humaine recombinante, produite au laboratoire, à 10µg/ml en 

tampon phosphate 50mM est immobilisée sur la phase solide 96-puits (Immunoplate, 

Maxisorp, Nunc) par incubation une nuit à température ambiante, puis les sites non 

spécifiques sont saturés en BSA (tampon EIA : 0,1M tampon phosphate pH 7,4 contenant 

0.1% de BSA, 0,15M NaCl et 0,01% d’azide de sodium). Les plaques sont conservées à 

4°C jusqu’à leur utilisation. 100µl d’une gamme de dilution des différentes saignées en 

tampon EIA sont incubés une nuit à 4°C (des dilutions sériées de 5 en 5 sur 8 points en 

tampon EIA ; premier point :1/10). Après 3 lavages, 100µl/puits d’un anticorps de 

révélation anti-souris dirigé spécifiquement contre les IgG1 ou les IgG2a (produits au 

laboratoire) couplé à l’acétylcholinestérase (AChE) à 2 unit/µl et 3 unit/µl en tampon 

EIA, respectivement,  sont incubés pendant 2 heures à température ambiante. Après 6 

lavages, l’activité de l’AChE est mesurée par la méthode colorimétrique d’Ellman, 

comme décrit précédemment (Grassi et al., 1989). La mesure de l’absorbance à 414nm à 

1h permet d’évaluer directement la quantité en anticorps d’isotype IgG1 ou IgG2a 

spécifiquement dirigés contre la PrP humaine présente dans les différents échantillons 

testés. 

 

Immobilisation de la PrPrec humaine (10µg/ml)

Incubation des saignées une nuit à 4˚C

Incubation de l’anticorps secondaire anti-IgG1 ou anti-gG2a 2h à RT

 

Figure 61 : Dosage immunométrique : suivi de l’orientation de la réponse immunitaire 

humorale dirigée contre la PrPc humaine. 
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D’après la Figure 62B, le ratio IgG1/IgG2a passe de 1 à 5-10 dans les saignées de 

souris immunisées par ADN nu (Naked DNA) et par électrotransfert in vivo (DNA-ET), 

respectivement. Ainsi, l’électrotransfert in vivo semble favoriser, dans les conditions 

expérimentales utilisées, l’orientation immunitaire vers une réponse humorale de type 

Th2. 

 
La PrPc humaine recombinante est immobilisée sur des plaques de microtitrages 96-puits. Différentes 

dilutions des saignées B7 (effectuées après la restimulation protéique) (de 1/10 à 1/78125) sont incubées 

une nuit à 4°C. L’éventuelle fixation d’anticorps sur la phase solide est révélée par un anticorps de 

révélation anti-IgG1 ou anti-IgG2a de souris couplé à l’AChE. 

Figure 62 : Orientation de la réponse humorale dirigée contre la PrPc humaine. 

 

III.2.1.3 Rupture de la tolérance immunitaire 

 

L’objectif de ce protocole d’immunisation à long terme est une production en 

anticorps dirigés contre la protéine prion humaine suffisamment importante pour 

permettre éventuellement la mise en évidence d’une réaction croisée avec la protéine 

prion murine endogène. Le pool de saignées B2 (2 semaines après le premier rappel en 

ADN) n’a pas permis la détection d’une telle réaction croisée quel que soit le protocole 

d’immunisation génique utilisé. Cependant, d’après la Figure 57 et la Figure 59, la 
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stimulation de la réponse immunitaire par l’injection d’une quantité importante (80µg) en 

protéine prion humaine recombinante a enrichi les saignées en anticorps d’intérêt. Ainsi, 

ces saignées B7 ont été testées pour leur capacité à lier la protéine prion murine exprimée 

à la surface des cellules par cytométrie en flux.  

Les résultats sont reportés dans la Figure 63. 

 

Protocole : 

Des cellules N2a surexprimant de façon stable la PrP murine cultivées à confluence 

sont lavées en PBS puis décollées au moyen d’une solution de dissociation sans trypsine 

(Sigma) 5min à 37˚C afin de ne pas dégrader la PrP en surface des cellules. Les cellules 

sont centrifugées à 1500rpm à 4˚C pendant 5 min. Après deux lavages en PBS, les 

cellules sont incubées 2h à 4˚C avec 100µl de tampon PBS/0,1% BSA/20% de sérum 

normal de chèvre contenant les pools de saignées à la dilution 1/100. La spécificité de 

l’éventuelle fixation est mise en évidence par une incubation au préalable des saignées 

avec de la PrPc humaine recombinante (10µg/ml) immobilisée sur une plaque de 

microtitrage une nuit à 4°C. Après deux lavages en PBS/0,1% BSA/1% de sérum normal 

de chèvre, les cellules sont incubées 1h à  4˚C dans l’obscurité avec l’anticorps 

secondaire (phycoerythrin-conjugated AffiniPure goat anti-mouse IgG, Jackson 

ImmunoResearch). Après deux lavages en PBS/0,1% BSA/1% de sérum normal de 

chèvre, elles sont reprises dans 500µl de Facs Flow (Becton Dickinson). La fluorescence 

de 10 000 cellules/tube est mesurée à l’aide du FACS-Calibur flow cytofluorometer 

(Becton Dickinson). L’iodure de propidium est utilisé pour détecter les cellules 

endommagées dont on ne tient pas compte pour l’analyse.  

 

L’incubation des cellules N2a avec les saignées B7 provenant du protocole 

d’électrotransfert in vivo (DNA-ET) met en avant un déplacement de la fluorescence vers 

la droite (Figure 63A). Ainsi, on observe que 20% des cellules présentent un niveau de 

fluorescence supérieur à 101 (Figure 63B). La spécificité de ce marquage a été contrôlée 

par une incubation au préalable des saignées avec la protéine prion humaine permettant 

de réduire de 50% le pourcentage de cellules fluorescentes. Même si le protocole 

d’immunisation génique avec l’ADN nu (Naked DNA) semble mettre en évidence un 
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faible marquage spécifique des cellules N2a (de l’ordre de 4% de cellules fluorescentes), 

ces résultats suggèrent fortement l’intérêt de l’immunisation génique et plus 

particulièrement de l’électrotransfert in vivo pour produire des anticorps dirigés à la fois 

contre la protéine humaine et la protéine prion murine endogène chez des souris de type 

sauvage. 

 
Les cellules N2a surexprimant la PrPc murine sont incubées 2h en présence du pool de saignées B7 de 

chaque protocole d’immunisation génique avec (+hPrP) ou sans (alone) incubation préalable avec la PrP 

humaine recombinante immobilisée sur une plaque de microtitrage. La fixation éventuelle d’anticorps à la 

surface cellulaire est mise en évidence par un anticorps de révélation anti-souris couplé à la phycoérytrine.  

A- Les déplacements de fluorescence obtenus en incubant les cellules avec le pool de saignées B7 

immunisées par le vecteur p3-PrP1-229 puis suivi d’une stimulation par la PrPc humaine recombinante. 

B- Le pourcentage de cellules fluorescentes observé en fonction du protocole d’immunisation génique. 

Figure 63 : Reconnaissance de la PrPc murine native exprimée à la surface des cellules après 

une restimulation par la protéine humaine recombinante. 
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III.2.2 Expériences complémentaires 

 

Les résultats décrits ci-dessus montrent l’intérêt de l’électrotransfert in vivo dans le 

cadre d’une immunothérapie active contre les maladies à prions. Pour conforter ces 

résultats, nous avons, par la suite, étudié la réponse immunitaire humorale dirigée contre 

la protéine humaine et l’éventuelle réaction croisée entre cette protéine et la protéine 

prion murine endogène suite à différents protocoles vaccinaux plus courts. 

III.2.2.1 Description des protocoles d’immunisation 

 

Les protocoles d’immunisation s’étendent sur 14 semaines (Figure 64).  

Les protocoles d’immunisation comportent : 

1) aux semaines 0 et 4 : deux injections intramusculaires d’ADN (codant la 

PrPc humaine sécrétée) formulé avec le poloxamine 304 (BC304) (DNA-

BC) ou deux injections intrapéritonéales de 20µg de protéine prion humaine 

recombinante conjuguées à l’IFA (Protein-IFA) ou à l’Alum (Protein-Alum). 

2) à la semaine 12 : une injection intrapéritonéale de 80µg de protéine humaine 

recombinante conjuguée à l’IFA (Protein-IFA) ou l’Alum (DNA-BC et 

Protein-Alum).  

 

Des saignées effectuées aux semaines 0, 2, 4, 6, 12 et 14 sont réalisées pour 

permettre le suivi de la réponse immunitaire.  

 
I1 et I2 représentent les deux injections d’immunogène selon le protocole. hPrPrec représente la 

restimulation par 80µg de protéine humaine recombinante conjuguée à l’IFA (Protein-IFA) ou l’Alum 

(DNA-BC et Protein-Alum). B0 représente la saignées pré-immune ; B1-B5 les saignées immunes. 

Figure 64 : Description du protocole d’immunisation contrôle 
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III.2.2.2 Suivi de la réponse immunitaire humorale dirigée contre la protéine prion 

humaine. 

III.2.2.2.1 Amplitude et mémoire de la réponse. 

 

La Figure 65 représente les titres en anticorps dirigés contre la protéine prion 

humaine au cours des différents protocoles d’immunisation. Le protocole du dosage est 

décrit dans la première partie des résultats (1.2.2.3. Suivi de la réponse immunitaire). 

 

D’après la Figure 65 et comme nous l’avons décrit précédemment, les deux 

protocoles d’immunisation protéique permettent une forte réponse humorale dirigée 

contre la protéine prion humaine. Cette réponse est notamment supérieure à celle 

observée après une immunisation d’ADN formulé avec le poloxamine BC304. En effet, 

les titres en anticorps spécifiques obtenus deux semaines après la deuxième injection 

(B3) sont 6 à 30 fois supérieurs selon le protocole d’immunisation protéique utilisé.  

Une immunisation protéique conjuguée à l’alum semble générer une plus forte 

réponse en anticorps qu’une immunisation protéique conjuguée à l’IFA. D’une part, lors 

d’une unique immunisation avec 80µg de protéine prion humaine recombinante 

conjuguée à l’alum (DNA-BC p3 B5 et Protein-Alum PBS B5), on observe un titre en 

anticorps spécifiques de l’ordre de 4000, comparable au titre obtenu après deux 

injections de 20µg de protéine conjugué à l’IFA (Protein-IFA hPrPrec B3). D’autre part, 

lors de primo-injections de 20µg de protéine prion humaine recombinante, ce protocole 

engendre une réponse en anticorps 5 à 30 fois supérieure (B3) à celle obtenue avec les 

protocoles Protein-IFA et DNA-BC, respectivement. De plus, un titre important (10000) 

en anticorps spécifique est encore mis en évidence 6 semaines après la dernière injection 

(B4). Cette réponse immunitaire durable est également accompagnée d’une stimulation 

importante de la mémoire immunitaire (Protein-Alum hPrPrec B5). 
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La PrPc humaine recombinante est immobilisée sur des plaques de microtitrage 96-puits. Différentes 

dilutions des saignées poolées (de 1/10 à 1/78125) sont incubées une nuit à 4°C. L’éventuelle fixation 

d’anticorps sur la phase solide est révélée par un anticorps de révélation anti-souris couplé à l’AChE. 

Figure 65 : Titre en anticorps dirigés contre la PrPc humaine en fonction des semaines 

 

III.2.2.2.2 Orientation de la réponse 

 

Nous avons déterminé le titre en anticorps d’isotype IgG1 et IgG2a dirigés contre la 

protéine prion humaine dans les pools de saignées B5 de chaque protocole 

d’immunisation selon le protocole décrit précédemment. Les résultats sont reportés dans 

le Tableau 13. 

 

D’après le Tableau 13, le rapport IgG1/IgG2a est de l’ordre de 100 pour les saignées 

de souris immunisées par le protocole Protein-alum par comparaison avec 2 pour les 

saignées de souris immunisées par le protocole Protein-IFA. Ainsi, nos résultats 

montrent, en accord avec la littérature, que l’utilisation de l’alum comme adjuvant pour 

une immunisation protéique, contrairement à l’IFA, favorise l’orientation de la réponse 

humorale de type Th2. En effet,  
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De plus, cette observation est confirmée par l’étude de l’orientation de la réponse 

humorale induite par le protocole DNA-BC. Les anticorps spécifiques produits par les 

souris immunisées au préalable par le vecteur vide formulé avec le BC304 puis 

restimulées par une quantité importante en protéine humaine recombinante conjuguée à 

l’Alum (DNA-BC p3 B5) sont essentiellement d’isotype IgG1 (IgG1/IgG2a de l’ordre de 

100). Cependant, lorsque la restimulation protéique est précédée par une immunisation 

spécifique avec le vecteur p3-PrP, ce rapport est diminué (IgG1/IgG2a de l’ordre de 10). 

Il semblerait donc que l’injection d’ADN codant la protéine d’intérêt formulé avec le 

poloxamine BC304 induise préférentiellement une réponse immunitaire de type Th1. 

 

DNA-BC Protein-IFA Protein-Alum 
 

p3 p3-PrP PBS hPrPrec PBS hPrPrec 

IgG1/IgG2a 100 10 nd 2 100 100 

La PrPc humaine recombinante est immobilisée sur des plaques de microtitrages 96-puits. Différentes 

dilutions des saignées B5 (effectuées après la restimulation protéique) (de 1/10 à 1/78125) sont incubées 

une nuit à 4°C. L’éventuelle fixation d’anticorps sur la phase solide est révélée par un anticorps de 

révélation anti-IgG1 ou anti-IgG2a de souris couplé à l’AChE. 

nd : non déterminé car les titres en anticorps d’isotypes IgG1 ou IgG2a sont proches de 0. 

Tableau 13 : Orientation de la réponse humorale dirigée contre la PrPc humaine. 

 

III.2.2.3 Rupture de la tolérance immunitaire 

 

Pour essayer de mettre en évidence une réaction croisée entre la reconnaissance de la 

protéine prion humaine et de la protéine prion murine endogène par les anticorps 

générés, les saignées B5 ont été testées pour leur capacité à lier la protéine prion murine 

exprimée à la surface des cellules par cytométrie en flux selon le protocole décrit 

précédemment. Les résultats sont reportés dans la Figure 66. 

On observe un déplacement de la fluorescence vers la droite pour les saignées des 

souris immunisées, après la restimulation protéique, avec le vecteur p3-PrP 

(immunisation génique) ou la protéine humaine recombinante (immunisation protéique) 

issues de tous les protocoles étudiés (Figure 66A-D, courbes roses). Le pourcentage de 

cellules fluorescentes est compris entre 12% et 24% selon le protocole d’immunisation 
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(Figure 66E, 2). Dans ces conditions expérimentales, la réaction croisée observée est la 

résultante de la stimulation de la réponse immunitaire induite à la fois par les primo-

injections et la restimulation protéique. 

Une restimulation protéique en alum faisant suite aux immunisations non spécifiques 

(Figure 66B et Figure 66D, courbes vertes) augmente la génération d’anticorps 

reconnaissants la protéine prion murine native par comparaison avec une restimulation 

en IFA (Figure 66A et Figure 66C, courbes vertes). En effet, le pourcentage de cellules 

fluorescentes est de 12% et 4%, respectivement (Figure 66E, 1). Or, dans ces conditions 

expérimentales, seule la restimulation protéique a pu engendrer une réponse immunitaire 

spécifique. Ces témoins nous permettent donc d’analyser la part de la réaction croisée 

induite par cette restimulation à elle seule qui est donc différente selon l’adjuvant utilisé. 

En soustrayant la réaction croisée induite par la combinaison de primo-injections 

spécifiques et de la restimulation protéique (Figure 66E, 2) et celle induite par la 

restimulation protéique seule (Figure 66E, 1), on a donc une idée de la stimulation de la 

mémoire immunitaire spécifique induite par les primo-injections (Figure 66E, 2-1). 

Ainsi, il semblerait que, concernant les primo-injections, l’électrotransfert in vivo d’ADN 

et l’injection de protéine recombinante conjuguée à l’IFA soient les protocoles les plus 

prometteurs pour induire une stimulation importante de la mémoire immunitaire 

spécifique et ainsi permettre la production d’anticorps capables de reconnaître la PrPc 

murine native exprimée à la surface des cellules (Figure 66E, 2-1). 
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Les cellules N2a surexprimant la PrPc murine sont incubées 2h en présence du pool de saignées B5 de 

chaque protocole d’immunisation. La fixation éventuelle d’anticorps à la surface cellulaire est mise en 

évidence par un anticorps de révélation anti-souris couplé à la phycoérytrine. 

Control (ou 1 pour E-) représente le pool de saignées B5 (ou B7 pour le protocole électrotransfert in vivo) 

de souris immunisées par le vecteur vide (pour les protocoles d’immnisation génique) ou du PBS (pour les 

protocoles d’immunisation protéique) suivi d’une restimulation par 80µg de protéine humaine 

recombinante. 

PrP (ou 2 pour E-) représente le pool de saignées B5 (ou B7 pour le protocole électrotransfert in vivo) de 

souris immunisées par le vecteur p3-PrP (pour les protocoles d’immnisation génique) ou la protéine prion 

humaine recombiante (pour les protocoles d’immunisation protéique) suivi d’une restimulation par 80µg 

de protéine humaine recombinante. 

A- Intensité de fluorescence pour le protocole DNA-ET.  

B- Intensité de fluorescence pour le protocole DNA-BC. 

C- Intensité de fluorescence pour le protocole Protein-IFA. 

D- Intensité de fluorescence pour le protocole Protein-Alum. 

E- Le pourcentage de cellules fluorescentes observé en fonction du protocole d’immunisation génique.  

Figure 66 : Reconnaissance de la PrPc murine native exprimée à la surface des cellules après 

une restimulation par la protéine humaine recombinante. 
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III.2.3 Discussion 

 

Les maladies à prions sont des maladies neurodégénératives dont l’issue est toujours 

fatale. Il n’existe pas, actuellement, de traitements prophylactiques et/ou curatifs 

efficaces. Pour de nombreux agents pathogènes conventionnels, la vaccination est une 

méthode efficace pour contrôler l’infection. Toutefois, cette méthode thérapeutique est 

difficile à mettre en oeuvre, dans le cadre des maladies à prions, puisque l’organisme est 

tolérant vis à vis de la PrPc endogène, une molécule exprimée dans de nombreux tissus. 

Dans ce contexte, notre objectif était de développer un protocole d’immunisation 

permettant la production d’anticorps dirigés contre la conformation native de la PrPc 

endogène chez des souris de type sauvage. Dans la première partie des résultats, nous 

avons mis en évidence l’intérêt de l’immunisation génique et plus particulièrement de 

l’électroporation in vivo pour produire des anticorps dirigés contre la conformation 

native de la protéine prion humaine. Toutefois, nous n’avons pas pu détecter d’anticorps 

capables de reconnaître, à la fois, la conformation native de notre immunogène et celle 

de la protéine prion murine endogène dans les sérums de souris immunisées selon le 

protocole d’électrotransfert in vivo et ce, deux semaines après la deuxième injection 

d’ADN. Ce protocole a donc été prolongé pour tenter d’augmenter le titre en anticorps 

dirigés contre la protéine prion humaine et ainsi pouvoir mettre en évidence une réaction 

croisée avec la protéine prion murine endogène. 

Nos résultats montrent qu’une restimulation des souris immunisées par 

élecrotransfert in vivo par une importante quantité (80µg) de protéine humaine 

recombinante permet une forte stimulation de la réponse humorale spécifique. Le titre en 

anticorps dirigés contre la protéine prion humaine est multiplié par 10, lorsque les souris 

sont immunisées au préalable par l’ADN codant la protéine d’intérêt. Ainsi, dans ces 

conditions expérimentales, ce titre atteint 10000 alors qu’il n’est que de 400 lorsque les 

souris sont immunisées au préalable par le vecteur vide. Ainsi, en accord avec la 

littérature, ces résultats confirme que la combinaison de différents modes 

d’immunisation a été décrite permet la potentialisation de la réponse immunitaire (Xing 

and Carters, 2007 ; Lu, 2006 ; Girard et al., 2006 ; Gilbert et al., 2006). De plus, dans le 

contexte des maladies à prions, il est important de noter que cette restimulation protéique 
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potentialise la réponse humorale dirigée contre la conformation native de notre 

immunogène. Or, nous avons montré dans la première partie des résultats que des 

immunisations protéiques de la protéine prion humaine recombinante ne permettaient pas 

la génération d’anticorps dirigés contre la conformation native de l’antigène. Une 

explication à cette potentialisation spécifique de la réponse immunitaire par la 

restimulation protéique est la stimulation, au préalable, de la mémoire immunitaire 

dirigée contre la conformation native de la PrPc humaine par l’électroporation in vivo.  

Un autre volet de notre étude a été l’analyse de l’orientation de la réponse 

immunitaire. En effet, celle-ci a rarement été étudiée lors des nombreuses approches 

d’immunothérapie active dirigée contre les maladies à prions testées (voir pour revue 

Bade and Frey, 2007). Nous avons pu mettre en évidence une orientation différentielle 

selon le protocole étudié. Ainsi, l’électroporation in vivo d’ADN ainsi que 

l’immunisation protéique conjuguée à l’alum semblent favoriser la production 

d’anticorps spécifiques d’isotype IgG1 et par conséquent orienter la réponse immunitaire 

de type Th2. A contrario, l’injection d’ADN formulé au poloxamine BC304 et 

l’immunisation protéique conjuguée à l’IFA semblent favoriser la production d’anticorps 

spécifiques d’isotype IgG2a et par conséquent orienter la réponse immunitaire de type 

Th1. Or, dans le cadre des maladies à prions où l’antigène est une protéine ubiquiste, 

l’orientation de la réponse immunitaire vers un type Th2 peut être nécessaire pour limiter 

une réponse cellulaire dirigée contre de nombreuses cellules de l’organisme. 

Cette étude confirme les travaux réalisés par Ishibashi et al. qui ont étudié l’intérêt 

d’une immunisation par une protéine hétérologue dans le cadre de l’immunothérapie 

active des maladies à prions (Ishibashi et al., 2006). Ainsi, nous avons pu mettre en 

évidence la reconnaissance de la conformation native de la PrPc murine endogène par 

des anticorps dirigés contre la PrPc humaine chez des souris de type sauvage. D’une part, 

nos travaux démontrent, pour la première fois dans le cadre des maladies à prions, 

l’intérêt de l’immunisation génique et plus particulièrement l’électroporation in vivo 

comme protocole d’immunothérapie active pour générer des anticorps présentant des 

caractéristiques thérapeutiques intéressantes. D’autre part, ils confirment une hypothèse 

énoncée notamment par Heppner et al. (mais souvent controversée) que la tolérance 

immunitaire de l’hôte pour la PrPc est essentiellement due à une tolérance des 

lymphocytes T et non des lymphocytes B (Heppner et al., 2001).
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III.3 Travaux complémentaires : Étude de nanosphères In-Cell-

Art sur l’expression de la PrPc humaine in vivo. 

 

Nous avons collaboré avec le docteur Bruno Pitard (co-fondateur de la société In-

Cell-Art ) pour étudier la capacité de trois nanosphères à augmenter le niveau 

d’expression de la PrPc humaine in vivo par comparaison avec les différents protocoles 

d’immunisation génique étudiés. 

Les travaux ont consisté à injecter dans les deux musles tibiaux antérieurs de 4 

souris C57Bl/6 âgées de 8 semaines, les deux vecteurs d’expression eucaryote p3-PrP1-

229 et p3-PrP1-229-TT à 3 quantités différentes (10, 20 et 50µg) et formulés avec 3 

nanosphères différentes (P1, P2 et P3). Sept jours après l’injection, les muscles tibiaux 

antérieurs et les rates sont prélevés et congelés dans l’azote liquide. Nous avons ensuite 

analysé le niveau de transfection des cellules par dosage de l’ADN plasmidique, le 

niveau de transcription par dosage de l’ARNm et le niveau d’expression de la PrPc 

humaine par dosage immunométrique dans les extraits de muscle et de rate. Ces résultats 

ont été comparés après injection des vecteurs par électrotransfert in vivo et ADN nu. 

Comme nous l’avons exposé dans la première partie des résultats (1.2.2.2. Suivi de 

l’expression de la PrPc humaine in vivo), une des difficultés de la mise au point de ces 

dosages est la forte homologie de séquence entre la protéine prion humaine et murine 

(90%). 

 

III.3.1 Mise au point des dosages 

III.3.1.1 Dosages de l’ADN et de l’ARNm spécifiques 

 

La présence d’ADN et ARN codant la protéine prion humaine dans les tissus a été 

mise en évidence par PCR et RT-PCR respectivement.  
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III.3.1.1.1 Choix des amorces et vérification leur fonctionnalité 

 

La spécificité de ces deux dosages est basée sur le choix des amorces. La protéine 

prion humaine est codée par le plasmide injecté lors de l’immunisation. Ainsi, il y une 

corrélation entre la présence du plasmide et le gène codant la protéine prion humaine 

dans les tissus. Nous avons donc choisi comme amorces (Figure 67) : 

 -pour l’amplification d’ADN : des séquences comprises dans le gène codant la β-

lactamase (DNAfor : 5’-CGTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCG-3’ et DNArev : 5’-

GACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGC-3’). Il s’agit d’un gène spécifiquement bactérien 

dont la protéine confère à la cellule qui l’exprime une résistance à l’ampicilline. 

 -pour l’amplification d’ARN : des séquences permettant l’amplification du 

transcrit de la PrPc humaine et comprenant également une région transcrite spécifique du 

vecteur eucaryote utilisé (mRNAfor : 5’-GGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGC-3’ et 

mRNArev : 5’-GACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGC-3’).  

818 ou 851bp

947bp

 

Figure 67 : Amorces utilisées pour l’amplification de l’ADN et de l’ARN de la PrPc humaine 
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La fonctionnalité de ces amorces a été vérifiée par l’amplification des plasmides p3-

PrP1-229 et p3-PrP1-229-TT (Figure 68). Quant à la spécificité du couple d’amorce 

mRNAfor-mRNArev, elle a été contrôlée sur des extraits d’ARN de tissus (rate, foie, 

pancréas, ovaire) de souris de type sauvage C57Bl/6 n’ayant pas reçu d’injection de 

plasmide. Les protocoles d’extraction d’ADN et d’ARN tissulaire ainsi que de PCR et de 

RT-PCR sont reportés dans l’annexe 4. Les protocoles de PCR et de RT-PCR sont 

exposés ci-dessous. 

 
PM : poids moléculaire (100pb, Sigma) ; R :rate ; F :foie ; P :pancréas ; O :ovaire ; T- :témoin négatif de 

PCR ne contenant pas d’ADN 

Figure 68 : Fonctionnalité et spécificité des amorces utilisées pour la détection d’ADN et 

d’ARN de la PrPc humaine in vivo 

 

D’après la Figure 68, les produits PCR résultant de l’amplification des deux vecteurs 

(p3-PrP1-229 et p3-PrP1-229-TT) par les deux couples d’amorces étudiés 

(P1 :mRNAfor-mRNArev et P2 :DNAfor-DNArev) migrent au poids moléculaire 

attendu soit 818pb (p3-PrP1-229) ou 851pb (p3-PrP1-229-TT) pour le couple P1 et 

947pb pour le couple P2. Les deux couples d’amorce sont donc fonctionnels. De plus, 

aucune bande n’a pu être mise en évidence dans les échantillons utilisant les extraits 

tissulaire d’ARN comme matrice pour la RT-PCR . Ce couple d’amorce ne permet donc 

pas l’amplification artéfactuelle du transcrit de la PrPc murine. 
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III.3.1.1.2 Protocoles de PCR et de RT-PCR 

 

-Protocole utilisé pour l’amplification de l’ADN par PCR : 

Les conditions suivantes ont été utilisées pour un volume réactionnel de 50µl : 6µl 

de l’extraction d’ADN à 100ng/µl, 5µl de tampon 10X Redtaq, 2,5µl dNTP à 10mM, 6µl  

de MgCl2 à 25mM, 0,5µl de chaque amorce à 100pmol/µl et 2,5µl de RedTaq 1u/µl 

(Sigma). Les paramètres du cycle de PCR sont : 

 

 

 

-Protocole utilisé pour l’amplification de l’ARNm par RT-PCR : 

Les éventuels contaminants d’ADN ont été éliminés par un traitement à la DNaseI 

(sigma) : 50µl des extraits d’ARN sont incubés 15min à température ambiante en 

présence de 5µl de tampon DNaseI 10X et 5µl de DNaseI 1unité/µl. La réaction est 

arrêtée par incubation 10min à 70°C avec 5µl de solution stop. 

Les conditions suivantes de transcription reverse (RT) ont été utilisées : 5µg d’ARN, 

1,5µl dNTP à 10mM, 1,5µl des amorces mRNArev et 18sRNArev à 100pmol/µl et qsp 

H2O à 20µl sont incubés 10min à 70°C. Ensuite, sur glace, on ajoute 3µl de tampon 

AMV-RT 10X, 5,5µl d’ H2O et 1,5µl AMV-RT 1 unité/µl (Sigma) (50min à 42°C). 

Nous avons utilisé les mêmes conditions de PCR que pour l’amplification de l’ADN. 

 

III.3.1.2 Dosage de la PrPc humaine in vivo 

 

La mise au point de ce dosage est reportée dans la première partie de résultats : 

1.2.2.2. Suivi de l’expression de la PrPc humaine in vivo. 
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III.3.2 Résultats obtenus 

 

Sept jours après injection des vecteurs d’expression eucaryote les souris sont 

sacrifiées, leurs muscles tibiaux antérieurs ainsi que leur rate sont prélevés. Les 

homogénats sont réalisés comme décrit précédemment. 

 

III.3.2.1 Dosages des ADN et ARNm spécifiques 

 

-dosage de l’ADN plasmidique in situ 

 

L’amplification de l’ADN plasmidique (dont le PM attendu est de 947pb) est 

normalisée par rapport à celle du gène codant l’ARN18s (dont le PM attendu est de 

129pb). Nous n’observons que de très faibles différences d’intensité de la bande de 

129pb. Nous avons donc estimé que les différents échantillons contenaient la même 

quantité de matériel pour l’amplification PCR. 

D’après la Figure 69A, nous observons une bande de 947pb dans les lots provenant 

des souris immunisées par 20µg de p3-PrP1-229-TT formulés avec P1 ou P2 et, dans une 

moindre mesure, dans les lots provenant des souris immunisées par 10µg ou 20µg de p3-

PrP1-229 formulés avec P1 ou P2. Cependant, d’après la Figure 69B, nous n’observons 

une bande d’intérêt que dans l’extrait musculaire d’une souris immunisée par 100µg de 

p3-PrP1-229 suivi d’un choc électrique. Il semblerait donc que les nanosphères P1 et P2 

permettent un meilleur rendement de transfection des cellules musculaires, surtout plus 

reproductible.  

Dans la plupart des échantillons étudiés, nous avons mis en évidence des traces 

pouvant correspondre à une dégradation plasmidique ou à son intégration dans le 

génome. Des expériences complémentaires, notamment de séquençage des bandes 

observées, seraient nécessaires. Nous n’avons pas pu mettre en évidence la présence du 

plasmide dans les extraits de rate quel que soit le protocole étudié. 
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A- Protocole utilisant les nanosphères In-Cell-Art P1 et P2. 10µg ou 20µg des vecteurs p3-PrP1-229 
ou p3-PrP1-229-TT formulé avec l’une   des 2 nanosphères sont injectés en intramusculaire. Deux 
échantillons par lot sont analysés. 
B- Protocoles utilisant l’électrotransfert in vivo (ET) ou l’ADN nu (Naked DNA).100µg des vecteurs 
p3-PrP1-229 ou p3-PrP1-229-TT sont injectés en intramusculaire. Deux échantillons par lot sont analysés. 

PM : marqueur de poids moléculaire ; T- : témoin négatif de PCR. 

Figure 69 : Amplification par PCR de l’ADN plasmidique des extraits de muscle  
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-dosage de l’ARNm in situ 

 

Dans les conditions expérimentales utilisées, nous n’avons pas pu mettre en 

évidence la présence de l’ARNm d’intérêt dans les extraits de muscle et de rate sept jours 

après l’injection des vecteurs d’expression eucaryote quel que soit le protocole utilisé. 

 

III.3.2.2 Dosage de la PrPc humaine in vivo 

 

D’après les Figure 70A, Figure 70B et Figure 70C, les nanosphères P1 et P2 

permettent une meilleure expression de la protéine d’intérêt par comparaison avec la 

nanosphère P3, notamment lorsque 20µg ou 50µg de plasmides sont injectés. Il 

semblerait que l’injection de 20µg de vecteur d’expression soit la quantité optimale 

lorsqu’il est formulé avec les nanosphères P1 et P2. La Figure 70D compare le niveau 

d’expression de la PrPc humaine, dans le muscle, obtenue en utilisant 20µg de plasmide 

en présence du composé P1 et celui obtenu dans les protocoles d’immunisation génique 

étudiés au sein de ce travail de doctorat (électrotransfert de 100µg  de plasmide (ET) ou 

l’injection de 100µg d’ADN nu (Naked DNA)). Il apparaît que la formulation de l’ADN 

avec la nanosphère P1 offre une meilleure expression de la protéine d’intérêt, quel que 

soit le vecteur d’expression utilisé, par comparaison avec l’électrotransfert in vivo et 

surtout avec l’injection d’ADN nu. En effet, cette formulation permet d’augmenter de 2 

fois ou 10 fois le niveau d’expression de la PrPc humaine par comparaison avec 

l’électrotransfert du vecteur p3-PrP1-229 ou p3-PrP1-229-TT, respectivement. De plus, 

contrairement à l’électroporation in vivo, en utilisant la nanosphère P1, nous n’avons pas 

observé de différence en terme de niveau d’expression de la PrPc humaine dans le 

muscle quel que soit le vecteur utilisé. Ainsi un tel protocole d’immunisation pourrait 

permettre d’augmenter significativement l’immunogénécité de la protéine d’intérêt 

lorsqu’elle est fusionnée avec un épitope T « universel ». 
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Sept jours après l’injection des vecteurs p3-PrP1-229 et p3-PrP1-229-TT à 10µg, 20µg, 50µg ou 100µg, 

les souris sont sacrifiées et leurs tibiaux antérieurs prélevés. 

A- Formulation des vecteurs d’expression eucaryote avec P1. 
B- Formulation des vecteurs d’expression eucaryote avec P2. 
C- Formulation des vecteurs d’expression eucaryote avec P3. 
D- Comparaison du niveau d’expression de la protéine PrPc humaine suite à l’injection des vecteurs 
d’expression eucaryote : formulés avec P1 (20µg), par électrotransfert (ET, 100µg) ou sous forme d’ADN 
nu (Naked DNA, 100µg). 

Figure 70 : Niveau d’expression de la PrPc humaine dans les extraits de muscle 
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III.3.3 Conclusion 

 

D’après le dosage de l’ADN plasmidique, la formulation des plasmides avec les 

nanosphères In-Cell-Art P1 et P2 semble permettre augmenter le rendement de 

transfection des cellules musculaires par comparaison avec l’électrotransfert. Toutefois, 

nous n’avons pas pu mettre en évidence une corrélation entre les échantillons dans 

lesquels nous avons pu observer la présence du plasmide et ceux présentant une 

concentration en protéine d’intérêt la plus importante.  

Il est intéressant de noter que les deux protocoles (électrotransfert in vivo et 

formulation de l’ADN avec P1 ou P2) nous ont permis de doser de la PrPc humaine dans 

tous les échantillons, contrairement au protocole utilisant l’ADN nu. Cependant, par 

comparaison avec l’électrotransfert in vivo, les nanosphères P1 et P2 semblent, d’une 

part, augmenter le niveau d’expression de la protéine d’intérêt et, d’autre part, permettre 

une importante expression de la PrPc humaine indépendamment du vecteur d’expression 

utilisé. Des expériences consistant à doser les anticorps anti-PrPc générés par 

immunisation génique avec ces nouveaux composés nous semblent donc 

particulièrement intéressants à envisager. 
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Les maladies à prions ou encéphalopathies subaiguës spongiformes transmissibles 

(ESST) sont des maladies neurodégénératives incurables associant notamment une mort 

neuronale, une vacuolisation spongiforme caractéristique du tissu neuronal et 

l’accumulation dans des tissus neuronaux et extraneuronaux d’une conformation 

anormale (PrPsc) dérivant de la protéine prion cellulaire (PrPc). Globalement, 

l’incidence des ESST humaines est faible (1 à 2 cas par an et par million d’individus en 

France). Toutefois, la longue période d’incubation de la maladie chez l’homme 

(Collinge, 1999) et l’apparition de nouveaux risques de transmission de ces maladies par 

transfusion sanguine et greffe d’organes motivent la recherche d’agents thérapeutiques. 

Face aux résultats souvent décevants obtenus avec des composés chimiques, la recherche 

s’est orientée vers des stratégies immunologiques (ou immunothérapie) et plus 

particulièrement, vers l’utilisation d’anticorps. En effet, de nombreux travaux ont montré 

que des anticorps dirigés contre la conformation native de la PrPc étaient capables 

d’inhiber l’accumulation de la PrPsc dans des cellules en culture chroniquement 

infectées et de retarder le développement de la maladie in vivo dans des modèles murins 

(Beringue et al., 2004 ; Cardinale et al., 2005; Enari et al., 2001; Kim et al., 2004; Peretz  

et al., 2001 ; Perrier et al., 2004 ; Heppner et al., 2001; White et al., 2003 ; Féraudet et 

al., 2005). On distingue deux types d’immunothérapies faisant intervenir les anticorps : 

d’une part, l’immunothérapie passive qui consiste à injecter chez le patient des anticorps 

spécifiques et, d’autre part, l’immunothérapie active qui revient à stimuler le système 

immunitaire de l’hôte pour lui permettre de produire des anticorps spécifiques in situ. 

Mon travail avait donc plusieurs objectifs : 

1) développer de nouveaux anticorps à visée thérapeutique dans le cadre de 

l’immunothérapie passive des maladies à prions chez l’homme. 

2) développer un nouveau protocole d’immunothérapie active permettant la 

production d’anticorps à visée thérapeutique chez des souris de type 

sauvage. 

développer, de façon plus générale, un protocole d’immunisation permettant la 

production d’anticorps dirigés contre une conformation native d’une protéine humaine 

faiblement immunogène chez des souris de type sauvage. 
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IV.1  Immunothérapie passive 

 

Il est décrit dans la littérature que pour interférer avec la pathogenèse et donc 

présenter un intérêt thérapeutique potentiel, les anticorps doivent reconnaître la 

conformation native de la PrPc endogène (Polymenidou et al., 2004). Pour favoriser la 

production de tels anticorps protecteurs, notre stratégie a été le développement d’un 

protocole d’immunisation génique efficace chez des souris de type sauvage. En effet, 

dans un autre modèle d’étude, notre équipe a pu générer des anticorps dirigés contre la 

conformation native d’un récepteur à sept passages transmembranaires par l’injection 

d’ADN nu codant ce récepteur (Tymciu et al., 2002). Toutefois, lors mon travail de 

doctorat, nous avons été confrontés à un problème de stimulation de la réponse 

immunitaire faible lors de l’injection d’ADN nu codant la PrPc humaine faiblement 

immunogène (car présentant 90% d’homologie de séquence avec une protéine ubiquiste). 

Pour pallier ce problème, nous avons, d’une part, testé différents protocoles 

d’immunisation génique afin d’augmenter le niveau d’expression de la protéine d’intérêt 

in vivo et, d’autre part, fusionné la séquence codant la PrPc humaine avec celle d’un 

épitope T « universel », que nous avons montré précédemment comme potentialisateur 

de la réponse en anticorps spécifiques (Tymciu et al., 2004). Nous avons ainsi pu obtenir 

des anticorps polyclonaux reconnaissant la conformation native de la PrPc humaine 

exprimée à la surface des cellules par immunisation génique. Cette étude conforte 

l’intérêt d’un tel mode d’immunisation pour produire des anticorps dirigés contre la 

conformation native de l’antigène par comparaison avec l’immunisation protéique 

classique. En effet, les deux protocoles d’immunisation protéique que nous avons testés, 

nous ont permis de générer de forts titres en anticorps polyclonaux reconnaissant la PrPc 

humaine recombinante immobilisée sur une plaque de microtitrage mais, pour l’essentiel 

d’entre eux, incapables de lier la PrPc humaine exprimée à la surface des cellules. 

Concernant les protocoles d’immunisation génique étudiés, nous avons pu mettre en 

évidence une corrélation entre le niveau d’expression de la protéine d’intérêt in vivo et 

celui de la stimulation de la réponse humorale spécifique. Ainsi, l’électrotransfert in vivo 

nous a permis d’obtenir les résultats les plus encourageants. Il semblerait donc qu’une 

des raisons pouvant expliquer des résultats parfois décevants de l’immunisation génique 
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soit la trop faible expression de l’immunogène in vivo. Par ailleurs, la faible 

immunogénicité de l’antigène peut également être un frein pour générer une forte 

réponse en anticorps spécifiques. Cependant, dans cette étude, l’ajout de la séquence 

d’un épitope T « universel » ne nous a pas permis d’augmenter significativement le titre 

en anticorps dirigés contre la PrPc humaine. Il est, toutefois, intéressant de noter que la 

forte réponse immunitaire contre la protéine prion humaine fusionnée avec le fragment 

829-844 de la toxine tétanique est observée en dépit d’une plus faible expression de cette 

protéine par rapport à la PrPc humaine non fusionnée sept jours après l’électroporation 

de l’ADN. 

Par ailleurs, nous avons collaboré avec l’équipe de Bruno Pitard pour étudier le 

niveau d’expression de la PrPc humaine dans le muscle et la rate de souris immunisées 

par les vecteurs p3-PrP1-229 ou p3-PrP1-229-TT formulés avec différents block 

copolymers. La formulation de 20µg des deux vecteurs d’expression avec les 

nanosphères In-Cell-Art P1 et P2 a permis d’augmenter l’expression de la protéine 

d’intérêt dans le muscle de 2 à 10 fois, respectivement, par comparaison avec 

l’électrotransfert de 100µg de ces vecteurs. De plus, le même niveau d’expression de la 

PrPc humaine in vivo a été mis en évidence quel que soit le vecteur d’expression 

eucaryote injecté. Ainsi, il serait intéressant d’étudier l’effet de leur utilisation sur la 

réponse en anticorps spécifiques. 

Le développement d’un protocole d’immunisation efficace et général aboutissant à 

la production d’anticorps polyclonaux présentant des caractéristiques thérapeutiques 

intéressantes est la première étape dans la génération de nouveaux outils pour 

l’immunothérapie passive. Il est clair, à notre avis, que seuls des anticorps recombinants, 

dont les propriétés fonctionnelles auront été optimisées par génie génétique (Siberil et 

al., 2006 ; Presta et al., 2006), pourront constituer à terme des agents thérapeutiques 

potentiellement efficaces et dépourvus d’effets secondaires chez l’homme. C’est 

pourquoi, concernant notre travail, les étapes suivantes consistent à produire de 

nouveaux anticorps monoclonaux et à comparer leur spécificité fine avec celle des 

nombreux anticorps monoclonaux anti-PrPc obtenus chez des souris invalidées pour le 

gène Prnp. Il s’agira ensuite de tester leurs effets thérapeutiques potentiels ex vivo et 

notamment de déterminer l’influence de leur bivalence sur leur capacité à réduire 
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l’accumulation de la PrPsc dans un modèle cellulaire. C’est ce que nous avons réalisé en 

utilisant des Fab préparés à partir d’anticorps monoclonaux dirigés contre la PrPc 

murine, disponibles au laboratoire. Les résultats de ce genre d’études permettent de 

choisir les meilleurs anticorps candidats, avant d’entreprendre leur clonage et 

d’envisager le format (scFv, diabody, Fab recombinant) dans lequel ils seront exprimés 

lors d’une étude in vivo. 

 

IV.2 Immunothérapie active 

 

La tolérance immunitaire de l’hôte pour la PrPc endogène rend difficile le 

développement de protocole d’immunothérapie active efficace. Durant ces cinq dernières 

années, de nombreux protocoles ont été étudiés mais peu d’entre eux ont permis la 

stimulation d’une réponse immunitaire protectrice (Bade and Frey, 2007). En effet, ces 

protocoles ont souvent engendré de faibles titres en anticorps dirigés contre la PrPc et 

surtout peu d’entre eux ont permis la production d’anticorps dirigés contre la 

conformation native de la PrPc, prérequis pour exercer un effet protecteur (Heppner et 

al., 2004 ; Polymenidou et al., 2004). Ainsi, les objectifs, pour développer un protocole 

anti-prion efficace sont, d’une part, de rompre la tolérance immunitaire et, d’autre part, 

d’orienter la production d’anticorps dirigés contre la conformation native de l’antigène. 

Dans ce but, nous avons utilisé, d’une part, une protéine hétérologue (la PrPc humaine) 

comme immunogène et, d’autre part, l’immunisation génique comme protocole 

d’immunisation. Le mimétisme moléculaire entre un pathogène et un antigène du soi est 

un processus connu pour provoquer des maladies auto-immunes en engendrant la 

production d’auto-anticorps et/ou de lymphocytes T auto-réactifs (Behar and Porcelli, 

1995 ; Ang et al., 2004). Plus particulièrement, dans le cadre des maladies à prions, une 

étude menée Ishibashi et al. a permis la production d’anticorps dirigés contre la PrPc 

murine suite à l’immunisation de souris de type sauvage avec la protéine prion bovine 

recombinante (Ishibashi et al., 2006). 

Des études ont montré qu’initier la réponse immunitaire par immunisation génique 

puis la restimuler par une immunisation protéique tend à augmenter le titre en anticorps 

spécifiques (Barnett et al., 1997 ; Mossman et al., 2004). Ainsi, nous avons continué le 
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protocole d’électrotransfert in vivo initié dans le cadre de l’immunothérapie passive puis 

nous avons restimulé la réponse immunitaire par l’injection d’une quantité importante de 

PrPc humaine recombinante. Nous avons observé une potentialisation de la réponse 

humorale dirigée contre la conformation native de notre immunogène mettant en avant 

une stimulation de la mémoire immunitaire spécifique par l’électrotransfert in vivo. De 

plus, nous avons observé une réaction croisée entre la PrPc humaine et la PrPc murine 

endogène. Ainsi, nous avons produit des anticorps dirigés contre la conformation native 

de la PrPc murine chez des souris de type sauvage. Il sera maintenant intéressant de 

vérifier l’effet protecteur in vivo de ces anticorps. 

La PrPc est une protéine ubiquiste exprimée dans la majorité des tissus neuronaux et 

extraneuronaux, l’orientation de la réponse immunitaire est donc une notion importante à 

analyser. En effet, si Heppner et al. ont montré sur un modèle de souris transgéniques 

que la co-expression de la protéine prion cellulaire endogène et d’un anticorps anti-PrPc 

n’entraînait pas de maladie auto-immune (Heppner et al., 2001), une réponse cellulaire 

spécifique pourrait être délétère pour l’organisme. Ainsi, dans le cadre de 

l’immunothérapie active des maladies à prions, une réponse immunitaire de type Th2 

semble être mieux adaptée. Or, de façon intéressante, nous avons observé que 

l’électrotransfert in vivo stimulait essentiellement la production d’anticorps spécifiques 

d’isotype IgG1. Par ailleurs, nous avons mené des expériences complémentaires pour 

étudier notamment l’avantage d’une restimulation protéique en alum ou en IFA. Il 

semblerait qu’une restimulation en alum permette, d’une part, une potentialisation plus 

importante de la réponse immunitaire secondaire et, d’autre part, une orientation de la 

réponse immunitaire vers le type humoral. Ainsi, il serait intéressant de combiner 

l’électrotransfert in vivo avec une restimulation protéique en alum. 

 

Ce travail de thèse a donc permis de développer un protocole d’immunisation 

général permettant, d’une part, de produire des anticorps reconnaissant la PrPc humaine 

et, d’autre part, de rompre la tolérance immunitaire vis à vis d’une protéine du soi chez 

des souris de type sauvage. Ce protocole présente donc un intérêt à la fois en 

immunothérapie passive et active. De plus, la méthode d’immunisation utilisée nécessite 

seulement la préparation de l’ADNc codant la protéine d’intérêt, matériel que l’on peut 

facilement obtenir en grande quantité et qui se conserve facilement. Aucune purification 
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de la protéine antigénique n’est requise, étape qui peut être particulièrement délicate 

selon l’antigène étudié.  

L’étude de l’effet thérapeutique in vivo des anticorps produits constitue la principale 

perspective de ce travail. 
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Alignement de la séquence de p3-PrP1-229 clone D3 avec la séquence 

théorique de la PrPc humaine 

 

1) Alignement des séquences protéiques 

 

                      1                                                   50 
          Séquence_3  LNLSLVPSSD PATMANLGCW MLVLFVATWS DLGLCKKRPK PGGWNTGGSR 
    PrP1-229_D3-T7_2  ...LAWYELG SATMANLGCW MLVLFVATWS DLGLCKKRPK PGGWNTGGSR 
           Consensus  ...lawpeld pATMANLGCW MLVLFVATWS DLGLCKKRPK PGGWNTGGSR 
 
                      51                                                 100 
          Séquence_3  YPGQGSPGGN RYPPQGGGGW GQPHGGGWGQ PHGGGWGQPH GGGWGQPHGG 
    PrP1-229_D3-T7_2  YPGQGSPGGN RYPPQGGGGW GQPHGGGWGQ PHGGGWGQPH GGGWGQPHGG 
           Consensus  YPGQGSPGGN RYPPQGGGGW GQPHGGGWGQ PHGGGWGQPH GGGWGQPHGG 
 
                      101                                                150 
          Séquence_3  GWGQGGGTHS QWNKPSKPKT NMKHMAGAAA AGAVVGGLGG YMLGSAMSRP 
    PrP1-229_D3-T7_2  GWGQGGGTHS QWNKPSKPKT NMKHMAGAAA AGAVVGGLGG YVLGSAMSRP 
           Consensus  GWGQGGGTHS QWNKPSKPKT NMKHMAGAAA AGAVVGGLGG YmLGSAMSRP 
 
                      151                                                200 
          Séquence_3  IIHFGSDYED RYYRENMHRY PNQVYYRPMD EYSNQNNFVH DCVNITIKQH 
    PrP1-229_D3-T7_2  IIHFGSDYED RYYRENMHRY PNQVYYRPMD EYSNQNNFVH DCVNITIKQH 
           Consensus  IIHFGSDYED RYYRENMHRY PNQVYYRPMD EYSNQNNFVH DCVNITIKQH 
 
                      201                                                250 
          Séquence_3  TVTTTTKGEN FTETDVKMME RVVEQMCITQ YERESQAYYQ RGHSGGRSSL 
    PrP1-229_D3-T7_2  TVTTTTKGEN FTETDVKMME RVVEQMCITQ YERESQAYYQ RGHSGGRSSL 
           Consensus  TVTTTTKGEN FTETDVKMME RVVEQMCITQ YERESQAYYQ RGHSGGRSSL 
 
                      251                                                300 
          Séquence_3  EG........ .......... .......... .......... .......... 
    PrP1-229_D3-T7_2  EGPFKPADQP RLCLLVASHL LFAPPPCLPP WKVPLPLSFP NKMRKLHRIV 
           Consensus  EG........ .......... .......... .......... .......... 

 
 

2) Alignement des séquences nucléotidiques 

 

                      1                                                   50 
            Séquence  GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCCGCCAC CATGGCGAAC 
      PrP1-229_D3-T7  .......CTT A.GCTTGGTA C.GAGCTCGG ATCC.GCCAC CATGGCGAAC 
           Consensus  .......CTT A.GCTTGGTA C.GAGCTCGG ATCC.GCCAC CATGGCGAAC 
 
                      51                                                 100 
            Séquence  CTTGGCTGCT GGATGCTGGT TCTCTTTGTG GCCACATGGA GTGACCTGGG 
      PrP1-229_D3-T7  CTTGGCTGCT GGATGCTGGT TCTCTTTGTG GCCACATGGA GTGACCTGGG 
           Consensus  CTTGGCTGCT GGATGCTGGT TCTCTTTGTG GCCACATGGA GTGACCTGGG 
 
                      101                                                150 
            Séquence  CCTCTGCAAG AAGCGCCCGA AGCCTGGAGG ATGGAACACT GGGGGCAGCC 
      PrP1-229_D3-T7  CCTCTGCAAG AAGCGCCCGA AGCCTGGAGG ATGGAACACT GGGGGCAGCC 
           Consensus  CCTCTGCAAG AAGCGCCCGA AGCCTGGAGG ATGGAACACT GGGGGCAGCC 
 
                      151                                                200 
            Séquence  GATACCCGGG GCAGGGCAGC CCTGGAGGCA ACCGCTACCC ACCTCAGGGC 
      PrP1-229_D3-T7  GATACCCGGG GCAGGGCAGC CCTGGAGGCA ACCGCTACCC ACCTCAGGGC 
           Consensus  GATACCCGGG GCAGGGCAGC CCTGGAGGCA ACCGCTACCC ACCTCAGGGC 
 
                      201                                                250 
            Séquence  GGTGGTGGCT GGGGGCAGCC TCATGGTGGT GGCTGGGGGC AGCCTCATGG 
      PrP1-229_D3-T7  GGTGGTGGCT GGGGGCAGCC TCATGGTGGT GGCTGGGGGC AGCCTCATGG 
           Consensus  GGTGGTGGCT GGGGGCAGCC TCATGGTGGT GGCTGGGGGC AGCCTCATGG 
 



ANNEXE 2 

 226 

                      251                                                300 
            Séquence  TGGTGGCTGG GGGCAGCCCC ATGGTGGTGG CTGGGGACAG CCTCATGGTG 
      PrP1-229_D3-T7  TGGTGGCTGG GGGCAGCCCC ATGGTGGTGG CTGGGGACAG CCTCATGGCG 
           Consensus  TGGTGGCTGG GGGCAGCCCC ATGGTGGTGG CTGGGGACAG CCTCATGGcG 
 
                      301                                                350 
            Séquence  GTGGCTGGGG TCAAGGAGGT GGCACCCACA GTCAGTGGAA CAAGCCGAGT 
      PrP1-229_D3-T7  GTGGCTGGGG TCAAGGAGGT GGCACCCACA GTCAGTGGAA CAAGCCGAGT 
           Consensus  GTGGCTGGGG TCAAGGAGGT GGCACCCACA GTCAGTGGAA CAAGCCGAGT 
 
                      351                                                400 
            Séquence  AAGCCAAAAA CCAACATGAA GCACATGGCT GGTGCTGCAG CAGCTGGGGC 
      PrP1-229_D3-T7  AAGCCAAAAA CCAACATGAA GCACATGGCT GGTGCTGCAG CAGCTGGGGC 
           Consensus  AAGCCAAAAA CCAACATGAA GCACATGGCT GGTGCTGCAG CAGCTGGGGC 
 
                      401                                                450 
            Séquence  AGTGGTGGGG GGCCTTGGCG GCTACATGCT GGGAAGTGCC ATGAGCAGGC 
      PrP1-229_D3-T7  AGTGGTGGGG GGCCTTGGCG GCTACGTGCT GGGAAGTGCC ATGAGCAGGC 
           Consensus  AGTGGTGGGG GGCCTTGGCG GCTACaTGCT GGGAAGTGCC ATGAGCAGGC 
 
                      451                                                500 
            Séquence  CCATCATACA TTTCGGCAGT GACTATGAGG ACCGTTACTA TCGTGAAAAC 
      PrP1-229_D3-T7  CCATCATACA TTTCGGCAGT GACTATGAGG ACCGTTACTA TCGTGAAAAC 
           Consensus  CCATCATACA TTTCGGCAGT GACTATGAGG ACCGTTACTA TCGTGAAAAC 
 
                      501                                                550 
            Séquence  ATGCACCGTT ACCCCAACCA AGTGTACTAC AGGCCCATGG ATGAGTACAG 
      PrP1-229_D3-T7  ATGCACCGTT ACCCCAACCA AGTGTACTAC AGGCCCATGG ATGAGTACAG 
           Consensus  ATGCACCGTT ACCCCAACCA AGTGTACTAC AGGCCCATGG ATGAGTACAG 
 
                      551                                                600 
            Séquence  CAACCAGAAC AACTTTGTGC ACGACTGCGT CAATATCACA ATCAAGCAGC 
      PrP1-229_D3-T7  CAACCAGAAC AACTTTGTGC ACGACTGCGT CAATATCACA ATCAAGCAGC 
           Consensus  CAACCAGAAC AACTTTGTGC ACGACTGCGT CAATATCACA ATCAAGCAGC 
 
                      601                                                650 
            Séquence  ACACGGTCAC CACAACCACC AAGGGGGAGA ACTTCACCGA GACCGACGTT 
      PrP1-229_D3-T7  ACACGGTCAC CACAACCACC AAGGGGGAGA ACTTCACCGA GACCGACGTT 
           Consensus  ACACGGTCAC CACAACCACC AAGGGGGAGA ACTTCACCGA GACCGACGTT 
 
                      651                                                700 
            Séquence  AAGATGATGG AGCGCGTGGT TGAGCAGATG TGTATCACCC AGTACGAGAG 
      PrP1-229_D3-T7  AAGATGATGG AGCGCGTGGT TGAGCAGATG TGTATCACCC AATACGAGAG 
           Consensus  AAGATGATGG AGCGCGTGGT TGAGCAGATG TGTATCACCC AaTACGAGAG 
 
                      701                                                750 
            Séquence  GGAATCTCAG GCCTATTACC AGAGAGGATG ATGACACAGT GGCGGCCGCT 
      PrP1-229_D3-T7  GGAATCTCAG GCCTATTACC AGAGAGGATG ATGACACAGT GGCGGCCGCT 
           Consensus  GGAATCTCAG GCCTATTACC AGAGAGGATG ATGACACAGT GGCGGCCGCT 
 
                      751                                                800 
            Séquence  CGAGTCTAGA GGGC...... .......... .......... .......... 
      PrP1-229_D3-T7  CGAGTCTAGA GGGCCCGTTT AAACCCGCTG ATCAGCCTCG ACTGTGCCTT 
           Consensus  CGAGTCTAGA GGGC...... .......... .......... .......... 
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Alignement de la séquence de p3-PrP1-229 clone D5 avec la séquence 

théorique de la PrPc humaine 

 

1) Alignement des séquences protéiques 

 

                      1                                                   50 
          Séquence_3  LNLSLVPSSD PATMANLGCW MLVLFVATWS DLGLCKKRPK PGGWNTGGSR 
    PrP1-229_D5-T7_3  ........SD PATMANLGCW MLVLFVATWS DLGLCKKRPK PGGWNTGGSR 
           Consensus  ........SD PATMANLGCW MLVLFVATWS DLGLCKKRPK PGGWNTGGSR 
 
                      51                                                 100 
          Séquence_3  YPGQGSPGGN RYPPQGGGGW GQPHGGGWGQ PHGGGWGQPH GGGWGQPHGG 
    PrP1-229_D5-T7_3  YPGQGSPGGN RYPPQGGGGW GQPHGGGWGQ PHGGGWGQPH GGGWGQPHGG 
           Consensus  YPGQGSPGGN RYPPQGGGGW GQPHGGGWGQ PHGGGWGQPH GGGWGQPHGG 
 
                      101                                                150 
          Séquence_3  GWGQGGGTHS QWNKPSKPKT NMKHMAGAAA AGAVVGGLGG YMLGSAMSRP 
    PrP1-229_D5-T7_3  GWGQGGGTHS QWNKPSKPKT NMKHMAGAAA AGAVVGGLGG YVLGSAMSRP 
           Consensus  GWGQGGGTHS QWNKPSKPKT NMKHMAGAAA AGAVVGGLGG YmLGSAMSRP 
 
                      151                                                200 
          Séquence_3  IIHFGSDYED RYYRENMHRY PNQVYYRPMD EYSNQNNFVH DCVNITIKQH 
    PrP1-229_D5-T7_3  IIHFGSDYED RYYRENMHRY PNQVYYRPMD EYSNQNNFVH DCVNITIKQH 
           Consensus  IIHFGSDYED RYYRENMHRY PNQVYYRPMD EYSNQNNFVH DCVNITIKQH 
 
                      201                                                250 
          Séquence_3  TVTTTTKGEN FTETDVKMME RVVEQMCITQ YERESQAYYQ RGHSGGRSSL 
    PrP1-229_D5-T7_3  TVTTTTKGEN FTETDVKMME RVVEQMCITQ YERESQAYYQ RGHSGGRSSL 
           Consensus  TVTTTTKGEN FTETDVKMME RVVEQMCITQ YERESQAYYQ RGHSGGRSSL 
 
                      251                                                300 
          Séquence_3  EG........ .......... .......... .......... .......... 
    PrP1-229_D5-T7_3  EGPFKPADQP RLCLLVASHL LFAPPPCLPP WRVPLPLSFS NEEIASHCLS 

           Consensus  EG........ .......... .......... .......... .......... 

 

2) Alignement des séquences nucléotidiques 

 

                      1                                                   50 
            Séquence  GTTTAAACTT AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCCGCCAC CATGGCGAAC 
      PrP1-229_D5-T7  .......... .......... ....GCTCGG ATCCCGCCAC CATGGCGAAC 
           Consensus  .......... .......... ....GCTCGG ATCCCGCCAC CATGGCGAAC 
 
                      51                                                 100 
            Séquence  CTTGGCTGCT GGATGCTGGT TCTCTTTGTG GCCACATGGA GTGACCTGGG 
      PrP1-229_D5-T7  CTTGGCTGCT GGATGCTGGT TCTCTTTGTG GCCACATGGA GTGACCTGGG 
           Consensus  CTTGGCTGCT GGATGCTGGT TCTCTTTGTG GCCACATGGA GTGACCTGGG 
 
                      101                                                150 
            Séquence  CCTCTGCAAG AAGCGCCCGA AGCCTGGAGG ATGGAACACT GGGGGCAGCC 
      PrP1-229_D5-T7  CCTCTGCAAG AAGCGCCCGA AGCCTGGAGG ATGGAACACT GGGGGCAGCC 
           Consensus  CCTCTGCAAG AAGCGCCCGA AGCCTGGAGG ATGGAACACT GGGGGCAGCC 
 
                      151                                                200 
            Séquence  GATACCCGGG GCAGGGCAGC CCTGGAGGCA ACCGCTACCC ACCTCAGGGC 
      PrP1-229_D5-T7  GATACCCGGG GCAGGGCAGC CCTGGAGGCA ACCGCTACCC ACCTCAGGGC 
           Consensus  GATACCCGGG GCAGGGCAGC CCTGGAGGCA ACCGCTACCC ACCTCAGGGC 
 
                      201                                                250 
            Séquence  GGTGGTGGCT GGGGGCAGCC TCATGGTGGT GGCTGGGGGC AGCCTCATGG 
      PrP1-229_D5-T7  GGTGGTGGCT GGGGGCAGCC TCATGGTGGT GGCTGGGGGC AGCCTCATGG 
           Consensus  GGTGGTGGCT GGGGGCAGCC TCATGGTGGT GGCTGGGGGC AGCCTCATGG 
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                      251                                                300 
            Séquence  TGGTGGCTGG GGGCAGCCCC ATGGTGGTGG CTGGGGACAG CCTCATGGTG 
      PrP1-229_D5-T7  TGGTGGCTGG GGGCAGCCCC ATGGTGGTGG CTGGGGACAG CCTCATGGCG 
           Consensus  TGGTGGCTGG GGGCAGCCCC ATGGTGGTGG CTGGGGACAG CCTCATGGcG 
 
                      301                                                350 
            Séquence  GTGGCTGGGG TCAAGGAGGT GGCACCCACA GTCAGTGGAA CAAGCCGAGT 
      PrP1-229_D5-T7  GTGGCTGGGG TCAAGGAGGT GGCACCCACA GTCAGTGGAA CAAGCCGAGT 
           Consensus  GTGGCTGGGG TCAAGGAGGT GGCACCCACA GTCAGTGGAA CAAGCCGAGT 
 
                      351                                                400 
            Séquence  AAGCCAAAAA CCAACATGAA GCACATGGCT GGTGCTGCAG CAGCTGGGGC 
      PrP1-229_D5-T7  AAGCCAAAAA CCAACATGAA GCACATGGCT GGTGCTGCAG CAGCTGGGGC 
           Consensus  AAGCCAAAAA CCAACATGAA GCACATGGCT GGTGCTGCAG CAGCTGGGGC 
 
                      401                                                450 
            Séquence  AGTGGTGGGG GGCCTTGGCG GCTACATGCT GGGAAGTGCC ATGAGCAGGC 
      PrP1-229_D5-T7  AGTGGTGGGG GGCCTTGGCG GCTACGTGCT GGGAAGTGCC ATGAGCAGGC 
           Consensus  AGTGGTGGGG GGCCTTGGCG GCTACaTGCT GGGAAGTGCC ATGAGCAGGC 
 
                      451                                                500 
            Séquence  CCATCATACA TTTCGGCAGT GACTATGAGG ACCGTTACTA TCGTGAAAAC 
      PrP1-229_D5-T7  CCATCATACA TTTCGGCAGT GACTATGAGG ACCGTTACTA TCGTGAAAAC 
           Consensus  CCATCATACA TTTCGGCAGT GACTATGAGG ACCGTTACTA TCGTGAAAAC 
 
                      501                                                550 
            Séquence  ATGCACCGTT ACCCCAACCA AGTGTACTAC AGGCCCATGG ATGAGTACAG 
      PrP1-229_D5-T7  ATGCACCGTT ACCCCAACCA AGTGTACTAC AGGCCCATGG ATGAGTACAG 
           Consensus  ATGCACCGTT ACCCCAACCA AGTGTACTAC AGGCCCATGG ATGAGTACAG 
 
                      551                                                600 
            Séquence  CAACCAGAAC AACTTTGTGC ACGACTGCGT CAATATCACA ATCAAGCAGC 
      PrP1-229_D5-T7  CAACCAGAAC AACTTTGTGC ACGACTGCGT CAATATCACA ATCAAGCAGC 
           Consensus  CAACCAGAAC AACTTTGTGC ACGACTGCGT CAATATCACA ATCAAGCAGC 
 
                      601                                                650 
            Séquence  ACACGGTCAC CACAACCACC AAGGGGGAGA ACTTCACCGA GACCGACGTT 
      PrP1-229_D5-T7  ACACGGTCAC CACAACCACC AAGGGGGAGA ACTTCACCGA GACCGACGTT 
           Consensus  ACACGGTCAC CACAACCACC AAGGGGGAGA ACTTCACCGA GACCGACGTT 
 
                      651                                                700 
            Séquence  AAGATGATGG AGCGCGTGGT TGAGCAGATG TGTATCACCC AGTACGAGAG 
      PrP1-229_D5-T7  AAGATGATGG AGCGCGTGGT TGAGCAGATG TGTATCACCC AGTACGAGAG 
           Consensus  AAGATGATGG AGCGCGTGGT TGAGCAGATG TGTATCACCC AGTACGAGAG 
 
                      701                                                750 
            Séquence  GGAATCTCAG GCCTATTACC AGAGAGGATG ATGACACAGT GGCGGCCGCT 
      PrP1-229_D5-T7  GGAATCTCAG GCCTATTACC AGAGAGGATG ATGACACAGT GGCGGCCGCT 
           Consensus  GGAATCTCAG GCCTATTACC AGAGAGGATG ATGACACAGT GGCGGCCGCT 
 
                      751                                                800 
            Séquence  CGAGTCTAGA GGGC...... .......... .......... .......... 
      PrP1-229_D5-T7  CGAGTCTAGA GGGCCCGTTT AAACCCGCTG ATCAGCCTCG ACTGTGCCTT 
           Consensus  CGAGTCTAGA GGGC...... .......... .......... .......... 
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Alignement de la séquence de p3-PrP1-229-TT clone D5 avec la 

séquence théorique de la PrPc humaine 

 
 

1) Alignement des séquences protéiques 

           
                      1                                                   50 
            Séquence  NTTHYRETQA GRLNLSLVPS SDPATMANLG CWMLVLFVAT WSDLGLCKKR 
          TT_D5-T7_3  .......... .......... ....TMANLG CWMLVLFVAT WSDLGLCKKR 
           Consensus  .......... .......... ....TMANLG CWMLVLFVAT WSDLGLCKKR 
 
                      51                                                 100 
            Séquence  PKPGGWNTGG SRYPGQGSPG GNRYPPQGGG GWGQPHGGGW GQPHGGGWGQ 
          TT_D5-T7_3  PKPGGWNTGG SRYPGQGSPG GNRYPPQGGG GWGQPHGGGW GQPHGGGWGQ 
           Consensus  PKPGGWNTGG SRYPGQGSPG GNRYPPQGGG GWGQPHGGGW GQPHGGGWGQ 
 
                      101                                                150 
            Séquence  PHGGGWGQPH GGGWGQGGGT HSQWNKPSKP KTNMKHMAGA AAAGAVVGGL 
          TT_D5-T7_3  PHGGGWGQPH GGGWGQGGGT HSQWNKPSKP KTNMKHMAGA AAAGAVVGGL 
           Consensus  PHGGGWGQPH GGGWGQGGGT HSQWNKPSKP KTNMKHMAGA AAAGAVVGGL 
 
                      151                                                200 
            Séquence  GGYMLGSAMS RPIIHFGSDY EDRYYRENMH RYPNQVYYRP MDEYSNQNNF 
          TT_D5-T7_3  GGYVLGSAMS RPIIHFGSDY EDRYYRENMH RYPNQVYYRP MDEYSNQNNF 
           Consensus  GGYmLGSAMS RPIIHFGSDY EDRYYRENMH RYPNQVYYRP MDEYSNQNNF 
 
                      201                                                250 
            Séquence  VHDCVNITIK QHTVTTTTKG ENFTETDVKM MERVVEQMCI TQYERESQAY 
          TT_D5-T7_3  VHDCVNITIK QHTVTTTTKG ENFTETDVKM MERVVEQMCI TQYERESQAY 
           Consensus  VHDCVNITIK QHTVTTTTKG ENFTETDVKM MERVVEQMCI TQYERESQAY 
 
                      251                                                300 
            Séquence  YQRGIQYIKA NSKFIGITEL RSSLEGPFKP ADQX...... .......... 
          TT_D5-T7_3  YQRGIQYIKA NSKFIGITEL RSSLEGPFKP ADQPRLCLLV ASHLLFAPPP 
           Consensus  YQRGIQYIKA NSKFIGITEL RSSLEGPFKP ADQp...... .......... 

 
 

2) Alignement des séquences nucléotidiques 

                      51                                                 100 
            Séquence  GCTTGGTACC GAGCTCGGAT CCCGCCACCA TGGCGAACCT TGGCTGCTGG 
            TT_D5-T7  .......... .......... ....CCACCA TGGCGAACCT TGGCTGCTGG 
           Consensus  .......... .......... ....CCACCA TGGCGAACCT TGGCTGCTGG 
 
                      101                                                150 
            Séquence  ATGCTGGTTC TCTTTGTGGC CACATGGAGT GACCTGGGCC TCTGCAAGAA 
            TT_D5-T7  ATGCTGGTTC TCTTTGTGGC CACATGGAGT GACCTGGGCC TCTGCAAGAA 
           Consensus  ATGCTGGTTC TCTTTGTGGC CACATGGAGT GACCTGGGCC TCTGCAAGAA 
 
                      151                                                200 
            Séquence  GCGCCCGAAG CCTGGAGGAT GGAACACTGG GGGCAGCCGA TACCCGGGGC 
            TT_D5-T7  GCGCCCGAAG CCTGGAGGAT GGAACACTGG GGGCAGCCGA TACCCGGGGC 
           Consensus  GCGCCCGAAG CCTGGAGGAT GGAACACTGG GGGCAGCCGA TACCCGGGGC 
 
                      201                                                250 
            Séquence  AGGGCAGCCC TGGAGGCAAC CGCTACCCAC CTCAGGGCGG TGGTGGCTGG 
            TT_D5-T7  AGGGCAGCCC TGGAGGCAAC CGCTACCCAC CTCAGGGCGG TGGTGGCTGG 
           Consensus  AGGGCAGCCC TGGAGGCAAC CGCTACCCAC CTCAGGGCGG TGGTGGCTGG 
 
                      251                                                300 
            Séquence  GGGCAGCCTC ATGGTGGTGG CTGGGGGCAG CCTCATGGTG GTGGCTGGGG 
            TT_D5-T7  GGGCAGCCTC ATGGTGGTGG CTGGGGGCAG CCTCATGGTG GTGGCTGGGG 
           Consensus  GGGCAGCCTC ATGGTGGTGG CTGGGGGCAG CCTCATGGTG GTGGCTGGGG 



ANNEXE 2 

 230 

 
                      301                                                350 
            Séquence  GCAGCCCCAT GGTGGTGGCT GGGGACAGCC TCATGGTGGT GGCTGGGGTC 
            TT_D5-T7  GCAGCCCCAT GGTGGTGGCT GGGGACAGCC TCATGGCGGT GGCTGGGGTC 
           Consensus  GCAGCCCCAT GGTGGTGGCT GGGGACAGCC TCATGGcGGT GGCTGGGGTC 
 
                      351                                                400 
            Séquence  AAGGAGGTGG CACCCACAGT CAGTGGAACA AGCCGAGTAA GCCAAAAACC 
            TT_D5-T7  AAGGAGGTGG CACCCACAGT CAGTGGAACA AGCCGAGTAA GCCAAAAACC 
           Consensus  AAGGAGGTGG CACCCACAGT CAGTGGAACA AGCCGAGTAA GCCAAAAACC 
 
                      401                                                450 
            Séquence  AACATGAAGC ACATGGCTGG TGCTGCAGCA GCTGGGGCAG TGGTGGGGGG 
            TT_D5-T7  AACATGAAGC ACATGGCTGG TGCTGCAGCA GCTGGGGCAG TGGTGGGGGG 
           Consensus  AACATGAAGC ACATGGCTGG TGCTGCAGCA GCTGGGGCAG TGGTGGGGGG 
 
                      451                                                500 
            Séquence  CCTTGGCGGC TACATGCTGG GAAGTGCCAT GAGCAGGCCC ATCATACATT 
            TT_D5-T7  CCTTGGCGGC TACGTGCTGG GAAGTGCCAT GAGCAGGCCC ATCATACATT 
           Consensus  CCTTGGCGGC TACaTGCTGG GAAGTGCCAT GAGCAGGCCC ATCATACATT 
 
                      501                                                550 
            Séquence  TCGGCAGTGA CTATGAGGAC CGTTACTATC GTGAAAACAT GCACCGTTAC 
            TT_D5-T7  TCGGCAGTGA CTATGAGGAC CGTTACTATC GTGAAAACAT GCACCGTTAC 
           Consensus  TCGGCAGTGA CTATGAGGAC CGTTACTATC GTGAAAACAT GCACCGTTAC 
 
                      551                                                600 
            Séquence  CCCAACCAAG TGTACTACAG GCCCATGGAT GAGTACAGCA ACCAGAACAA 
            TT_D5-T7  CCCAACCAAG TGTACTACAG GCCCATGGAT GAGTACAGCA ACCAGAACAA 
           Consensus  CCCAACCAAG TGTACTACAG GCCCATGGAT GAGTACAGCA ACCAGAACAA 
 
                      601                                                650 
            Séquence  CTTTGTGCAC GACTGCGTCA ATATCACAAT CAAGCAGCAC ACGGTCACCA 
            TT_D5-T7  CTTTGTGCAC GACTGCGTCA ATATCACAAT CAAGCAGCAC ACGGTCACCA 
           Consensus  CTTTGTGCAC GACTGCGTCA ATATCACAAT CAAGCAGCAC ACGGTCACCA 
 
                      651                                                700 
            Séquence  CAACCACCAA GGGGGAGAAC TTCACCGAGA CCGACGTTAA GATGATGGAG 
            TT_D5-T7  CAACCACCAA GGGGGAGAAC TTCACCGAGA CCGACGTTAA GATGATGGAG 
           Consensus  CAACCACCAA GGGGGAGAAC TTCACCGAGA CCGACGTTAA GATGATGGAG 
 
                      701                                                750 
            Séquence  CGCGTGGTTG AGCAGATGTG TATCACCCAG TACGAGAGGG AATCTCAGGC 
            TT_D5-T7  CGCGTGGTTG AGCAGATGTG TATCACCCAG TACGAGAGGG AGTCTCAGGC 
           Consensus  CGCGTGGTTG AGCAGATGTG TATCACCCAG TACGAGAGGG AaTCTCAGGC 
 
                      751                                                800 
            Séquence  CTATTACCAG AGAGGAATCC AGTACATCAA GGCTAACTCC AAATTCATCG 
            TT_D5-T7  CTATTACCAG AGAGGAATCC AGTACATCAA GGCTAACTCC AAATTCATCG 
           Consensus  CTATTACCAG AGAGGAATCC AGTACATCAA GGCTAACTCC AAATTCATCG 
 
                      801                                                850 
            Séquence  GTATCACCGA ACTGTGACGC TCGAGTCTAG AGGGCCCGTT TAAACCCGCT 
            TT_D5-T7  GTATCACCGA ACTGTGACGC TCGAGTCTAG AGGGCCCGTT TAAACCCGCT 
           Consensus  GTATCACCGA ACTGTGACGC TCGAGTCTAG AGGGCCCGTT TAAACCCGCT 
 
                      851                                                900 
            Séquence  GATCAGC... .......... .......... .......... .......... 
            TT_D5-T7  GATCAGCCTC GACTGTGCCT TCTAGTTGCC AGCCATCTGT TGTTTGCCCC 
           Consensus  GATCAGC... .......... .......... .......... .......... 
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Alignement des séquences nucléotidiques des clones p3-PrP1TT C4 et p3-PrP1-229-

TT D5 

 

                      1                                                   50 
            TT_C4-T7  ........GC GAACCTTGGC TGCTGGATGC TGGTTCTCTT TGTGGCCACA 
            TT_D5-T7  CCACCATGGC GAACCTTGGC TGCTGGATGC TGGTTCTCTT TGTGGCCACA 
           Consensus  ........GC GAACCTTGGC TGCTGGATGC TGGTTCTCTT TGTGGCCACA 
 
                      51                                                 100 
            TT_C4-T7  TGGAGTGACC TGGGCCTCTG CA.GAAGCGC CCGAAGCCTG GAGGATGGAA 
            TT_D5-T7  TGGAGTGACC TGGGCCTCTG CAAGAAGCGC CCGAAGCCTG GAGGATGGAA 
           Consensus  TGGAGTGACC TGGGCCTCTG CA.GAAGCGC CCGAAGCCTG GAGGATGGAA 
 
                      101                                                150 
            TT_C4-T7  CACTGGGGGC AGCCGATACC CGGGGCAGGG CAGCCCTGGA GGCAACCGCT 
            TT_D5-T7  CACTGGGGGC AGCCGATACC CGGGGCAGGG CAGCCCTGGA GGCAACCGCT 
           Consensus  CACTGGGGGC AGCCGATACC CGGGGCAGGG CAGCCCTGGA GGCAACCGCT 
 
                      151                                                200 
            TT_C4-T7  ACCCACCTCA GGGCGGTGGT GGCTGGGGGC AGCCTCATGG TGGTGGCTGG 
            TT_D5-T7  ACCCACCTCA GGGCGGTGGT GGCTGGGGGC AGCCTCATGG TGGTGGCTGG 
           Consensus  ACCCACCTCA GGGCGGTGGT GGCTGGGGGC AGCCTCATGG TGGTGGCTGG 
 
                      201                                                250 
            TT_C4-T7  GGGCAGCCTC ATGGTGGTGG CTGGGGGCAG CCCCATGGTG GTGGCTGGGG 
            TT_D5-T7  GGGCAGCCTC ATGGTGGTGG CTGGGGGCAG CCCCATGGTG GTGGCTGGGG 
           Consensus  GGGCAGCCTC ATGGTGGTGG CTGGGGGCAG CCCCATGGTG GTGGCTGGGG 
 
                      251                                                300 
            TT_C4-T7  ACAGCCTCAT GGCGGTGGCT GGGGTCAAGG AGGTGGCACC CACAGTCAGT 
            TT_D5-T7  ACAGCCTCAT GGCGGTGGCT GGGGTCAAGG AGGTGGCACC CACAGTCAGT 
           Consensus  ACAGCCTCAT GGCGGTGGCT GGGGTCAAGG AGGTGGCACC CACAGTCAGT 
 
                      301                                                350 
            TT_C4-T7  GGAACAAGCC GAGTAAGCCA AAAACCAACA TGAAGCACAT GGCTGGTGCT 
            TT_D5-T7  GGAACAAGCC GAGTAAGCCA AAAACCAACA TGAAGCACAT GGCTGGTGCT 
           Consensus  GGAACAAGCC GAGTAAGCCA AAAACCAACA TGAAGCACAT GGCTGGTGCT 
 
                      351                                                400 
            TT_C4-T7  GCAGCAGCTG GGGCAGTGGT GGGGGGCCTT GGCGGCTACG TGCTGGGAAG 
            TT_D5-T7  GCAGCAGCTG GGGCAGTGGT GGGGGGCCTT GGCGGCTACG TGCTGGGAAG 
           Consensus  GCAGCAGCTG GGGCAGTGGT GGGGGGCCTT GGCGGCTACG TGCTGGGAAG 
 
                      401                                                450 
            TT_C4-T7  TGCCATGAGC AGGCCCATCA TACATTTCGG CAGTGACTAT GAGGACCGTT 
            TT_D5-T7  TGCCATGAGC AGGCCCATCA TACATTTCGG CAGTGACTAT GAGGACCGTT 
           Consensus  TGCCATGAGC AGGCCCATCA TACATTTCGG CAGTGACTAT GAGGACCGTT 
 
                      451                                                500 
            TT_C4-T7  ACTATCGTGA AAACATGCAC CGTTACCCCA ACCAAGTGTA CTACAGGCCC 
            TT_D5-T7  ACTATCGTGA AAACATGCAC CGTTACCCCA ACCAAGTGTA CTACAGGCCC 
           Consensus  ACTATCGTGA AAACATGCAC CGTTACCCCA ACCAAGTGTA CTACAGGCCC 
 
                      501                                                550 
            TT_C4-T7  ATGGATGAGT ACAGCAACCA GAACAACTTT GTGCACGACT GCGTCAATAT 
            TT_D5-T7  ATGGATGAGT ACAGCAACCA GAACAACTTT GTGCACGACT GCGTCAATAT 
           Consensus  ATGGATGAGT ACAGCAACCA GAACAACTTT GTGCACGACT GCGTCAATAT 
 
                      551                                                600 
            TT_C4-T7  CACAATCAAG CAGCACACGG TCAC...... .......... .......... 
            TT_D5-T7  CACAATCAAG CAGCACACGG TCACCACAAC CACCAAGGGG GAGAACTTCA 
           Consensus  CACAATCAAG CAGCACACGG TCAC...... .......... .......... 
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La purification de la protéine prion recombinante est basée sur l’affinité de la 

séquence répétée de cette protéine (octarepeat) pour le Nickel. 

 
LBA : Luria Broth supplémenté avec de l’ampicilline (100µg/ml). ; IPTG : Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside. ; Tampon B : 100mM NaH2PO4, 10mM Tris, 8M Urée, 20mM Imidazole, pH8. ; 

Tampon de lavage : 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 20mM Imidazole, pH8. ; Tampon d’élution : 50mM 

NaH2PO4, 300mM NaCl, 1M Imidazole, pH8. 
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Nous avons adapté le kit NucleoSpin®RNAII (Macherey Nagel) pour extraire l’ADN 

plasmidique et l’ARN total des extraits tissulaires.  

 

 

L’ADN plasmidique étant un ADN de faible poids moléculaire, il va donc être élué, 

en partie, avec l’ARN tissulaire.  
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L’intégrité des ARN totaux est vérifiée à l’aide d’un bioanalyseur. 
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